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OS 

00 (54) Titre : PRODUIT IMMUNOGENE STABLE COMPRENANT DES HETEROCOMPLEXES ANTIGENIQUES 

(57) Abstract: The invention relates to a stable immunogenic product for the induction of antibodies against one or more antigenic 
0> proteins in a subject. The invention is characterised in that it comprises proteinaceous immunogenic heterocomplexes which are 
formed by associations between (i) antigenic protein molecules and (ii) proteinaceous carrier molecules and in that less than 40 % 
of the antigenic proteins (i) are linked to the proteinaceous carrier molecules (ii) by a covalent bond. 



(57) Abrege : V invention se rapporte a un produit immunogene stable pour 1' induction d'anticorps a; rencontre d*une ou plusieurs 
prolines antig£niques chez un sujet , caracterise' en ce qu'il comprend des heterocomplexes immunogenes prot£iques constitu£s 
d* associations entre (i) des molecules de prolines antig^niques et (ii) des molecules prot^iques porteuses et en ce que moins de 40 
pour cent des prolines antigeniques (i) sont liees aux molecules prot&ques porteuses (ii) par une liaison covalente. 
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PRODUIT IMMUNOGENE STABLE COMPRENANT DES HETERO COMPLEXES ANT I GEN I QUE S 

5 DOMA1NE DE L'INVENTION 

La pr6sente invention se rapporte & des produits immunogenes 
stables comprenant des heterocomplexes proteiques immunogenes pour 
I'obtention d'une reponse immunitaire humorale avec production 
d'anticorps specifiques diriges a rencontre d'un ou plusieurs antigenes, 
10 en particulier a rencontre d'un antigene du « soi », ainsi qu'Si leur 
utilisation dans le domaine des vaccins. 

ART ANTER1EUR 

L'obtention d'une reponse anticorps de haut niveau & rencontre 
15 d'un antigene donne, chez un individu, est un objectif couramment 
recherch6, que I'antigene soit un antigene « stranger » ou un antigene 
du « soi ». 

Toutefois, le probleme d'une bonne reconnaissance de I'antigene 
a I'encontre duquel une r6ponse anticorps est recherchee, chez un 

20 individu, doit etre resolu dans un certain nombre de cas, notamment (a) 
lorsque I'antigene d'inter§t se comporte comme un « haptene » f c'est a 
dire une structure chimique de faible masse moleculaire qui est peu ou 
pas immunogenique sous forme libre, mais qui, une fois fixee sur une 
molecule de haut masse moleculaire, est capable d'induire la production 

25 d'anticorps sp6cifiques de cet haptene, et (b) lorsque I'antigene d'interet 
est une proteine du « soi », c'est a dire une proteine qui est produite 
naturellement chez I'individu, pour laquelle il existe une tolerance 
immunitaire due & ia d6l6tion des clones de lymphocytes T 
correspondents, au cours du developpement du systeme immunitaire. 

30 Afin de provoquer, ou d'augmenter, la reconnaissance d'un 

antigene d'interet par les cellules B, on a realise diverses constructions 
immunogenes dans I'etat de la technique. 

Une premiere forme de ces constructions immunogenes consiste 
en un couplage covalent de I'antigene d'interet sur une molecule 

35 porteuse, la molecule porteuse apportant des structures reconnues par 
les lymphocytes T auxiliaires (cellules « T helper »), en association avec 
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des molecules de classe II du Complexe Majeur d'Histocompatibilite 
(CMH), et qui activent les lymphocytes T auxiliaires qui produisent alors 
diverses cytokines, dont l'IL-2, lesquelles cytokines vont £ leur tour 
activer les clones de cellules B specifiques de I'antigene d'interet. Les 

5 cellules B specifiques de I'antigene d'interet, une fois activees, vont se 
multiplier et produire des anticorps specifiques de I'antigene d'interet, ce 
qui est I'objectif recherche. En g6n6ral, ce type de constructions 
immunogenes consiste en des produits du coulage chimique covalent 
entre I'antigene dlnteret et la molecule porteuse, lesquels, apres une 

10 etape de purification et elimination des produits non couples, sont des 
produits finaux de structure chimique bien d6finie. 

La premiere forme d'une construction immunogene ci-dessus est 
par exemple iilustree par Particle de Richard et al. qui decrit la 
preparation de produits du couplage covalent entre l'IL-9 et I'ovalbumine 

is (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 97(2) : 767-772). Elle est egalement 
illustr6e dans le brevet americain n° US 6,340,461 (Terman), qui decrit 
des produits de couplage entre une ou plusieurs copies d'un antigene 
d'interet, & 1'encontre duquel une reponse anticorps specifique est 
recherchee chez un individu ; et une molecule porteuse constitute d'un 

20 « Superantigene ». L'antig6ne dlnteret est couple de maniere 
exclusivement covalente a la molecule porteuse, par exemple £ I'aide du 
glutaraldehyde (aussi appel6 « pentanedial »), les produits non couples 
de maniere covalente 6tant elimines afin d'obtenir un produit final 
chimiquement bien d6fini. 

25 Eventuellement, le produit du couplage covalent entre I'antigene 

d'interet et le superantigene peut etre prepare sous forme d'un polymere 
dudit produit de couplage, par exemple par fixation non covalente des 
produits de couplage monomeres entre eux, au travers d'interactions 
ioniques, d'interactions d'adsorption ou encore d'interactions 

30 biosp£cifiques. Par exemple, les produits de couplage monomeres 
peuvent former des complexes avec des molecules hautement chargees 
positivement ou negativement, grace a des ponts salins realises dans 
des conditions de faible force ionique. De grands complexes de produits 
de couplage monomeres sont prepares en utilisant des polymeres 

35 charges, tels que des polymeres poly(acide L-glutamique) ou poly(L- 
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lysine). Selon un autre mode de realisation d'un polym^re de produits de 
couplage monom^res, les produits du couplage exclusivement covalent 
entre I'antigene d'interet et le superantigene peuvent etre adsorbes ou 
couples de maniere non covalente a la surface de microparticules, telles 
5 que des billes de latex ou d'autres polymeres hydrophobes. 

Une seconde forme de ces constructions immunog^nes, designee 
communement structure « MAP » (pour Multi-Antigenic Protein ») se 
presente en general sous la forme d'un sqiielette proteique constitu§ 
d'un polymere de poly(lysine), lineaire ou branche, sur lequel sont fix6s 
10 de maniere covalente un ou plusieurs antigenes d'interet. 

Une troisteme forme de ces constructions immunogenes consiste 
en des microparticules sur lesquelles sont fixes le ou les antigenes 
d'interet. On connaTt des formes variees de microparticules porteuses 
d'antigenes. 

is On connaTt par exemple les iscomes (pour « immunostimulating 

complexes »), qui sont constitues d'un complexe antigenique et d'un 
adjuvant, le compose QuilA. 

On connaTt aussi les liposomes, qui poss6dent les memes 
desavantages que les iscomes, a savoir notamment une certaine toxicity 

20 et des effets immunologiques secondaires, dus a leur manque de purete. 

On connaTt egalement les microparticules biod6gradables, comme 
les polymeres d'acide lactique et d'acide glutamique (Aguado et Lambert, 
1992, Immuno. Biol., Vol. 184: 113-125) ou encore des particules 
d'amidon (Demande de brevet airtericain n° 2002/0098203 - Gutavsson 

25 et al.), dans la matrice polym§rique desquelles sont emprisonn6s les 
antigenes d'interet. Ces particules liberent I'antigene sous leur forme 
soluble pendant la degradation de la matrice polymerique. 

On a aussi decrit des particules constitutes exclusivement de 
proteines recombinantes hybrides, comme decrit dans la demande de 

30 brevet frangais n° FR 2 635 532 (Thiollais et al.). 

On connaTt 6galement des microspheres poreuses dans lesquels 
les antigenes sont immobilises & Pinterieur des micropores par captation 
ou couplage physique, comme decrit dans le brevet am6ricain n° US 
5,008116 (Cahn). 
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Toutefois, les differentes solutions proposees dans Tetat de la 
technique ont toutes en commun au moins un inconvenient technique lie 
a leur mode de preparation, a savoir la perte d'une grande proportion du 
materiel antigenique d'interet, du fait d'une 6tape obligatoire d'eiimination 

5 des antigenes non couples ou non adsorbes. 

De plus, si les techniques anterieures permettent de realiser une 
association entre un antigene d'interet de faible masse moleculaire avec 
une molecule porteuse, elles sont en general inadaptees au couplage 
d'un antigene d'interet de haut masse moleculaire, par exemple de plus 

10 de 10 kDa, & la molecule porteuse, en raison notamment des 
encombrements steriques qui interdisent le couplage d'un nombre 6leve 
de molecules d'antigenes d'interet de haut masse moleculaire a une 
meme molecule porteuse. 

Enfin, la plupart, sinon la totality, des constructions antigeniques 

15 peptidiques connues englobent dans leur structure une seule molecule 
porteuse, ce qui est un inconvenient technique lorsque I'objectif est 
d'induire une reponse immunitaire preventive ou therapeutique & fois 
contre I'antigene d'interet et la molecule porteuse elle-meme. 

II existe done un besoin dans retat de la technique pour des 

20 constructions immunog&nes amelior§es permettant la production d'un 
haut niveau d'anticorps specifiques d'un antigene d'int§ret chez un 
individu chez lequel une telle r6ponse immunitaire humorale est 
recherchee, qui soient peu coQteuses, simples a preparer et qui puissent 
etre synth6tisees de maniere reproductible. 

25 

SOMMAIRE PE L'INVENTION 

La presente invention foumit de nouvelles constructions 
immunogenes permettant de resoudre les divers problemes techniques 
rencontres avec les constructions immunogenes connues dans Tart 
30 anterieur et qui permettent de combler les differents besoins techniques 
decrits ci-dessus. 

L'invention a pour objet un produit immunogene stable pour 
I'induction d'anticorps a Tencontre d'une ou plusieurs proteines 
antigeniques chez un sujet, caracterise en ce qu'il comprend des 
35 heterocomplexes immunogdnes proteiques constitu6s d'associations 
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entre (i) des molecules de prolines antigeniques et (ii) des molecules 
proteiques porteuses et en ce que moins de 40 pour cent des proteines 
antigeniques (i) sont liees avec les molecules proteiques porteuses (ii) 
par une liaison covalente. 

5 Uinvention a aussi pour objet un produit immunogene comprenant 

des heterocomplexes immunogenes proteiques stables pour I'induction 
d'anticorps 3 rencontre d'une ou plusieurs proteines antigeniques chez 
un sujet, chaque heterocomplexe comprenant (i) une pluralite de 
proteines antigeniques, liees a (ii) une molecule proteique porteuse, 

10 caractSrise en ce que, dans ledit produit immunogene, moins de 40 pour 
cent des proteines antigeniques (i) sont liees aux molecules proteiques 
porteuses (ii) par une liaison covalente. 

De preference, Theterocomplexe immunogene constitutif du 
produit immunogene de I'invention comprend de 5 a 50 proteines 

15 antigeniques (i) pour une molecule proteique porteuse (ii), de preference 
de 20 £ 40 proteines antigeniques (i) pour une molecule proteique 
porteuse (ii). 

De preference, les liaisons covalentes entre une ou plusieurs des 
proteines antigeniques (i) et les molecules proteiques porteuses (ii) sont 

20 realises par riniermediaire d*un agent chimique de liaison fonctionnelle. 

Par molecule d'int6ret antigenique, on entend toute proteine 
comprenant un ou plusieurs epitopes B de la d'une proteine antigenique 
native & rencontre de laquelle la production d'anticorps est recherchee. 
Ladite molecule d'interet antigenique peut consister en la proteine native 

25 elle-meme ou un derive proteique de la proteine native, tels qu'un 
fragment peptidique de la proteine native, ou encore toute forme 
biologiquement inactivee de la proteine native obtenue par traitement 
chimique, physique ou par mutation genetique. La proteine dlnteret 
antigenique peut aussi consister en un homo-oligomere ou homo- 

30 polymere de la proteine native ou encore en un homo-oligomere ou 
homo-polymere d'un fragment peptidique de la proteine native. La 
proteine d'interet antigenique peut aussi peut aussi consister en un 
hetero-oligomere ou en un het6ro-polymere comprenant une 
combinaison de plusieurs fragments peptidiques distincts initialement 

35 inclus dans la proteine native. . 
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Selon le mode de realisation general d'un produit immunogene 
selon I'invention, la molecule proteique porteuse (ii) est une proline 
immunogene induisant la production de lymphocytes T helper et/ou de 
lymphocytes T cytotoxiques diriges & I'encontre de cellules presentant a 

5 leur surface ladite molecule proteique porteuse, ou tout peptide qui en 
est derive, en association avec des molecules pr6sentoirs du Complexe 
Majeur d'Histocompatibilite (MHC), respectivement de classe II et/ou de 
classe I. La molecule proteique porteuse (ii) peut etre egalement une 
proteine immunogene induisant a la fois la production de lymphocytes T 

10 helper et la production d'anticorps par des lymphocytes B diriges contre 
la proteine porteuse. 

Selon un mode de realisation particulier d'interet, le produit 
immunogene est caracterise en ce que la molecule proteique porteuse 
(ii) est une proteine immunogene induisant la production de lymphocytes 

15 cytotoxiques diriges a I'encontre de cellules pr6sentant a leur surface 
ladite molecule proteique porteuse, ou tout peptide qui en est derive, en 
association avec des molecules de classe I du Complexe Majeur 
d'Histocompatibilite (MHC). 

Les produits immunogenes preteres selon 1'tnvention sont choisis 

20 parmi les produits immunogenes comprenant les heterocomplexes 
suivants, dans lesquels les proteines antig6niques (i), d'une part et la 
molecule porteuse proteique (ii), d'autre part, sont respectivement : 

a) (i) IL-4 et (ii) KLH ; 

b) (i) interferon alpha et (ii) KLH ; 
25 c) (i) VEGF et (ii) KLH ; 

d) (i)IL-10et(ii)KLH; 

e) (i) interferon alpha et (ii) gp160 de VIH1 

f) (i) IL-4 et (ii) I'antigene allergene Bet v 1 ; et 

g) (i) le VEGF et (ii) la proteine E7 d'un Papillomavirus. 

30 h) (i) la proteine Tat de VIH1 biologiquement inactivee et (ii) la 

proteine gp 120 deVIHI. 

i) (i) un anticorps humain d'isotype IgE et (ii) la proteine Tat de VIH1 
inactivee ; 

j) (i) le fragment p de ia ricine et (ii) KLH.- 
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L'invention est egalement relative a une composition, notamment 
une composition pharmaceutique, une composition immunogene ou une 
composition de vaccin, caracterisee en ce qu'elle comprend un produit 
immunogene tel que defini ci-dessus. 
5 Elle a egalement trait a un procede de preparation d'un produit 

immunogene selon Tune des revendications 1 a 16, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) incuber les proteines antigeniques (i) et la molecule porteuse (ii) 
dans un rapport molaire (i) : (ii) de 5::1 a 50::1, en presence d'un 

10 agent chimique de liaison; 

b) n§cuperer le produit immunogene comprenant les 
heterocomplexes immunogenes qui est prepare a I'etape a); 

DESCRIPTION DES FIGURES 
15 La Figure 1 illustre la caracterisation du produit immunogene 

comprenant des heterocomplexes KLH-VEGF murin par 

isoelectrofocalisation en gel d'agarose suivie d'une revelation des 

proteines par immuno-empreinte (« Western Blot »). 

La Figure 2 illustre la caracterisation du produit immunogene 

20 comprenant des heterocomplexes KLH-VEGF humain par 
isoelectrofocalisation avec revelation au Bleu de coomassie, suivie d'une 
immuno-empreinte (« Western Blot»). A gauche de la Figure est 
represents le gel d'isoelectrofocalisation. A droite de la Figure sont 
repr6sentes les gels d'immuno-empreinte en utilisant des anticorps anti- 

25 KLH (a gauche) ou anti-VEGF humain (a droite). 

La Figure 3 illustre la caracterisation caracterisation du produit 
immunogene comprenant des heterocomplexes KLH-IL4 humain par 
isoelectrofocalisation en gel d'agarose suivie d'une revelation des 
proteines par immuno-empreinte (« Western Blot »). 

30 La Figure 4 illustre la caracterisation du produit immunogene 

comprenant des heterocomplexes gp 160-IFNct. par 
isoelectrofocalisation en gel d'agarose suivie d'une revelation des 
proteines par immuno-empreinte (« Western Blot »). 
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La Figure 5 illustre I'activite immunogenique (humorale) du produit 
immunogene KLH-VEGF murin, par determination du titre anticorps 
obtenu apres immunisation des souris. Figure 5A : souris immunisees 
avec le VEGF murin. Figure 5B : souris immunisees avec le produit 
5 immunogene comprenant des heterocomplexes KLH-VEGF. Figure 5C : 
souris temoins injectees avec T Adjuvant Incomplet de Freund (AIF). 

La Figure 6 I'activite immunogenique (humorale) du produit 
immunogene KLH-VEGF murin, par determination du pouvoir 
neutralisant des anticorps obtenus apres immunisation, vis-a-vis de 
10 I'activite angiogenique de la proteine VEGF. 

La Figure 7 illustre I'activite immunogenique (humorale) du produit 
immunogene KLH-VEGF humain par determination du titre anticorps 
obtenu apres immunisation des souris. 

La Figure 8 illustre I'activite immunogenique (humorale) du 
15 produit immunogene KLH-VEGF humain, par determination du pouvoir 
neutralisant des anticorps obtenus apres immunisation, vis-a-vis de 
I'activite angiogenique de la proteine VEGF, mesuree par la proliferation 
des cellules endothelials. 

La Figure 9 : iiiustre i'activite immunogenique (humorale) du 
20 produit immunogene KLH-IL4 murin par determination du titre anticorps 
obtenu apres immunisation. 

La Figure 10 illustre Tactivite immunogenique (humorale) du 
produit immunogene KLH-IL4 murin par determination du pouvoir 
neutralisant des anticorps obtenus apres immunisation, vis-a-vis de 
25 I'activite d'induction de la proliferation des cellules HT-2 par TIL4. 

La Figure 11 illustre les r6sultats de production d'anticorps de 
classe IgG et IgE dirig6s contre le Bet v 1, aprds I'injection de pollen de 
bouleau, a des souris pr£alablement immunisees avec un produit 
immunogene selon Tinvention comprenant des heterocomplexes KLH- 
30 IL4.La Figure 12 illustre I'activite immunogenique (humorale) du produit 
immunogene KLH-IL4 humain par determination du pouvoir neutralisant 
des anticorps obtenus apres immunisation, vis-&-vis de Tactivite 
d'induction de la proliferation des cellules TF-1 par TIL4. 
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DESCRIPTION DETAILLEE DE ^INVENTION 

L'invention fournit de nouvelles constructions immunogenes 
induisant un haut niveau de production d'anticorps specifiques d'un 
antigene d'interet, chez I'individu. 

5 Les heterocomplexes proteiques immunogenes de i'invention 

On a montre selon invention que la production d'un haut niveau 
d'anticorps specifiques d'un antigene d'interet etait obtenu, chez un 
individu, par 1'immunisation de cet individu avec un produit immunogene 
dans lequel ledit antigene d'interet est associe a une molecule proteique 

10 porteuse, I'association entre ledit antigene d'interet et ladite proteine 
porteuse etant partiellement covalente et partiellement non covalente. 

Plus specifiquement, on a montre selon I'invention qu'une 
excellente reponse anticorps a 1'encontre d'un antigene d'interet est 
obtenue lorsqu'on immunise un individu avec un produit immunogene 

15 stable comprenant des heterocomplexes proteiques, dans lequel les 
heterocomplexes sont constitues d'associations stables entre ledit 
antigene d'int6ret et ladite molecule proteique porteuse et dans lequel 
seule une faible proportion de ces associations sont dues a upe liaison 
covalente entre I'antigene d'int§r§t et la molecule proteique porteuse, les 

20 autres associations entre I'antigene d'interet et la molecule proteique 
porteuse §tant realises par des liaisons faibles, interactions ioniques, 
liaisons hydrog£nes, forces de Van der Waals, etc. 

En particulier, on a montre selon I'invention qu'une reponse 
anticorps optimale est atteinte lorsque, dans un produit immunogene 

25 stable tel que d6crit ci-dessus, moins de 40 pour cent des molecules de 
I'antigene d'interet sont liees par une liaison covalente avec les 
molecules proteiques porteuses. Selon I'invention, une molecule 
d'antigene d'interet Ii6e a une molecule proteique porteuse par « une » 
liaison covalente signifie que ladite molecule d'antigene d'interet est liee 

30 de maniere covalente, chimiquement, a tadite molecule proteique 
porteuse, par au moins une liaison covalente, c'est & dire 6ventuellement 
par deux liaisons covalentes ou plus. 

Le pourcentage de molecules proteiques porteuses et de 
proteines antig6niques d'interet Ii6es entre elles par des liaisons 
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covalentes dans un produit immunogene de I'invention peut etre 
aisement v6rifie par rhomme du metier. 

Par exemple, la determination du pourcentage de molecules 
d'antigene d'interet liees aux molecules de proteine porteuse par une 
5 liaison covalente dans un produit immunogene de I'invention peut etre 
r6alisee selon les etapes suivantes : 

(i) soumettre ledit produit immunogene en solution & des 
conditions denaturantes et reductrices, 

(ii) r6aliser une etape de chromatographie d'exclusion de taille 
10 avec le produit obtenu a la fin de retape (ii) au cours de laquelle les 

differents constituants proteiques de masse moleculaires decroissants 
sont elues successivement du support chromatographique d'exclusion de 
taille. 

(iii) mesurer la quantite d'antigene d'interet liee par une liaison 
is covalente & la molecule porteuse dans la fraction d'eiuat contenant les 

constituants proteiques ayant le plus haut masse mol6culaire ; 

(iv) comparer la quantite d'antigene d'int§ret mesuree a Tetape (iii) 
avec la quantite totale d'antig&ne d'interet inclus initialement dans le 
produit immunogene de depart. 

20 A T6tape (i) du procede de determination du pourcentage de 

liaisons covalentes d6crit ci-dessus, Tincubation d'une quantite donnee 
(en nombre de moles ou en poids) du produit immunogene de I'invention 
dans des conditions denaturantes et reductrices entraTne une 
dissociation des liaisons faibles entre les differents constituants 

25 proteiques non lies entre eux par une liaison covalente. 

Des conditions denaturantes preferees sont la presence d'uree, 
par exemple a la concentration finale 8M f ou encore la presence de SDS, 
par exemple a la concentration finale de 1 % en poids total de la solution 
contenant le produit immunogene. Des conditions reductrices pr6f6rees 

30 sont la presence de p-mercapto6thanol, par exemple a la concentration 
finale de 5% du volume total de la solution contenant le produit 
immunogene. 

A retape (ii) du procede de determination du pourcentage de 
molecules d'antigene d'interet et de molecules de proteine porteuse liees 
35 entre elles par des liaisons covalentes, le support de chromatographie 
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d'exclusion de taille est choisi par I'homme du metier selon ses 
connaissances generates techniques. Par exemple, I'homme du metier 
peut avoir recours aux supports chromatographiques commercialises par 
la Societe Pharmacia sous les noms commerciaux de « Superdex 75™ » 
5 et de « Superdex 200™ ». 

A I'etape (ii), la fraction moleculaire correspondant a la molecule 
porteuse liee de maniere covalente aux molecules d'antigene d'interet 
est eluee en premier lieu, avant la ou les fractions d'eluat contenant 
I'antigene d'interet sous forme libre. L'antigene d'interet qui est elue sous 
io forme libre correspond a la fraction d'antigene d'interet, qui n'etait pas lie 
par une liaison covalente a la molecule porteuse, au sein du produit 
immunogene de depart. C'est sur la fraction proteique de haut masse 
moleculaire qu'est realisee la mesure de la quantite d'antigene d'interet 
lie de maniere covalente a la molecule proteique porteuse, par exemple 
15 dans un test immuno- enzymatique, dans un test radioimmunologique ou 
dans un test par immunofluorescence, direct ou indirect (« sandwich »), 
en utilisant des anticorps specifiques de I'antigene d'interet et qui ne 
presentent aucune reaction immunologique croisee avec la molecule 
proteique porteuse. 

20 A I'etape (iii), on compare la quantite d'antigene d'inter§t lie de 

maniere covalente a la molecule proteique porteuse, qui a ete mesuree 
comme decrit ci-dessus, a la quantite initiate d'antigene d'interet incluse 
initialement dans la quantite donnee (en nombre de moles ou en poids) 
du produit immunogene de depart, et on calcule ainsi le pourcentage 

25 d'antigene d'interet qui est lie de maniere covalente a la molecule 
proteique porteuse, dans le produit immunogene de I'invention. 

Le pourcentage de molecules proteiques porteuses et de 
proteines antigeniques d'interet liees entre elles par des liaisons 
covalentes, dans un produit immunogene de I'invention, peut etre 

30 egalement aisement verifiee par I'homme du metier selon une seconde 
methode comprenant les etapes suivantes : 

a) Immobilisation sur un support d'anticorps diriges 
specifiquement contre la proteine porteuse ; 

b) Mise en contact des anticorps contre la proteine porteuse, qui 
35 ont ete immobilises sur le support a I'etape a), avec une quantite 
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connue de molecules du produit immunogene a tester comprenant 
ladite proteine porteuse et une proteine antigenique d'interet ; 

c) Elimination des molecules du produit immunogene qui ne sont 
pas liees aux anticorps anti-prot6ine porteuse immobilises & 

5 I'etape a), & I'aide d'une solution aqueuse tampon comprenant un 

ou plusieurs agents d6naturant les proteines ; 

d) d1) Mise en contact (i) des complexes immunogenes formes a 
Tetape c) entre les anticorps anti-proteine porteuse immobilises et 
les molecules du produit immunogene avec (ii) des anticorps 

10 diriges specifiquement contre la proteine porteuse ; 

62) Separement de I'etape d1), mise en contact (i) des 
complexes immunogenes form6s a I'etape c) entre les anticorps 
anti-proteine porteuse immobilises et les molecules du produit 
immunogene avec (ii) des anticorps dirig6s specifiquement contre 

15 la proteine antig6nique d'interet ; 

e) e1) quantification des anticorps ajout6s & I'etape d1) qui se sont 
lies a la proteine porteuse ; 

e2) quantification des anticorps ajoutes a I'etape 62) qui se sont 
lies a la proteine antigenique ; 
20 f) Calcul du rapport entre : 

(i) la quantity d'anticorps fix§s anti-proteine porteuse 
mesur6e a I'etape e1 ) ; et 

(ii) la quantity d'anticorps fixes anti-proteine antig6nique 
mesur6e ^ T§tape e2), 

25 ledit rapport consistant en la proportion de molecules proteiques 
porteuses et de molecules de proteine antigenique d'interet qui sont liees 
entre elles par des liaisons covalentes, au sein du produit immunogene 
de depart. 

A Tetape c) du procede ci-dessus, rutilisation d'une solution 
30 aqueuse de lavage contenant un ou plusieurs agents de d6naturation 
des prolines entraTne une d6naturation du produit immunogene fixe aux 
anticorps anti-proteine porteuse, ce qui a pour effet de Iib6rer dans la 
solution de lavage les molecules de proteine antigenique d'interet qui ne 
sont pas liees par une liaison covalente aux molecules de proteine 
35 porteuse. Ainsi, £ I'etape 62) du precede, seules les molecules de 



WO 2004/024189 




PCT/FR2003/002733 



proteine antigenique d'interet qui sont liees par des liaisons covalentes 
aux molecules de proteine porteuse sont quantifies. 

De preference, la solution tampon denaturante utilisee a I'etape c) 
contient un agent tensio-actif, tel que le Tween®20, a la concentration 
5 finale de 0,1% v/v. 

Aux etapes d1) et 62) les quantites d'anticorps fix6s sont de 
preference mesurees par incubation des complexes antigenes-anticorps 
formes a la fin de chacune de ces etapes avec un nouvel anticorps qui 
est marque par une molecule detectable, respectivement : 
io (i) a I'etape d1), un nouvel anticorps dirige contre I'anticorps anti- 

proteine porteuse et marque par une molecule detectable ; 

(ii) a I'etape d2), un nouvel anticorps dirige contre I'anticorps anti- 

proteine antigenique d'interet et marque par une molecule 

detectable . 

15 La molecule detectable est indifferemment une molecule radioactive, une 
molecule fluorescente ou une enzyme. Comme enzyme, on peut utiliser 
notamment la peroxydase, dont la presence est revelee par colorimetre 
apres incubation avec le substrat ortho-phenylenediamine (OPD). 

Un protocole detaille du procede ci-dessus est decrit dans les 

20 exemples. 

A titre illustratif, on a montre selon I'invention, a I'aide du premier 
ou du second procede de quantification decrits ci-dessus que : 

- dans le produit immunogene comprenant les heterocomplexes 
entre la molecule porteuse KLH et des molecules d'interferon 

25 alpha humain, de 3% a 8% des molecules d'interferon alpha sont 

liees de maniere covalente a la molecule proteique porteuse KLH ; 

- dans le produit immunogene comprenant les heterocomplexes 
entre la molecule proteique porteuse KLH et des molecules d'IL-4 
murine, environ 11% des molecules d'IL-4 sont liees de maniere 

30 covalente a la molecule proteique porteuse KLH. 

II va sans dire que, selon les preparations, le pourcentage de molecules 
de proteine antigenique d'interet liees par une liaison covalente aux 
molecules de proteines porteuses peut varier significativement. 
Toutefois, dans tous les cas, ce pourcentage est toujours inferieur a 

35 40%. 
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^invention a pour objet un produit immunogene stable pour 
Hnduction d'anticorps a rencontre d'une ou plusieurs proteines 
antigeniques chez un sujet, caracterise en ce qu'il comprend des 
heterocomplexes immunogfenes proteiques constitues dissociations 

5 entre (i) des molecules de prolines antigeniques et (ii) des molecules 
proteiques porteuses et en ce que moins de 40 pour cent des proteines 
antigeniques (i) sont liees par une liaison covalente avec les molecules 
proteiques porteuses (ii). 

L'invention a aussi pour objet un produit immunogene stable 

10 comprenant des heterocomplexes immunogenes proteiques pour 
Tinduction d'anticorps a rencontre d'une ou plusieurs proteines 
antigeniques chez un sujet, chaque het§rocomplexe comprenant (i) une 
plurality de proteines antigeniques, liees a (ii) une molecule proteique 
porteuse, caracterise en ce que, dans ledit produit immunogene, moins 

15 de 40 pour cent des proteines antigeniques (i) sont liees par une liaison 
covalente avec les molecules proteiques porteuses (ii). 

De maniere tout a fait prefer§e, les anticorps dont la production 
est induite par le produit immunogene de 1'invention consistent en des 
anticorps « neutralisants » ou « bloquants ». Un anticorps 

20 « neutralisant » ou un anticorps « bloquant » est defini, selon 1'invention, 
comme un anticorps dont la fixation sur la proteine native cible bloque 
I'activite biologique de cette proteine native, ce qui est un objectif 
important recherche par invention, lorsque la proteine native & 
rencontre de laquelle les anticorps sont diriges possede une activite 

25 biologique deletere pour I'organisme, dans le contexte pathologique vise 
d'un individu a traiter, par exemple lorsque la proteine native possede 
une activite angiogenique, une activite immunosuppressive ou encore 
une activite allergenique, notamment une activite d'induction de la 
production cTinterleukine-4. 

30 Par « molecule proteique porteuse », incluse dans le produit 

immunogene de rinvention, on entend toute proteine ou peptide d'au 
moins 15 acides amines de longueur, quelle que soit sa sequence en 
acides amines, et qui, en s'associant de maniere partiellement covalente 
aux motecules d'antigene d'interet poyr former les heterocomplexes 

35 proteiques constitutifs du produit immunogene de rinvention, permet la 
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presentation d'un grand nombre de molecules d'antigene d'interet aux 
lymphocytes B. 

Selon un premier aspect, une molecule proteique porteuse 
consiste en une proteine ou un peptide d'au moins 15 acides amines de 

5 longueur, ou encore en un oligomere d'un tel peptide, comprenant un ou 
plusieurs epitopes T auxiliaires ("helper") capables d'activer les 
lymphocytes T auxiliaires (T helper") de I'organisme h6te pour la 
production de cytokines, y compris I'interleukine 2, cytokines qui vont a 
leur tour activer et induire la proliferation des lymphocytes B lesquels, 

10 apres maturation, vont produire des anticorps a I'encontre de la proteine 
antigenique (i). 

Selon un second aspect, une molecule proteique porteuse 
consiste en une proteine ou un peptide d'au moins 15 acides amines de 
longueur, ou encore en un oligomere d'un tel peptide, comprenant outre 

15 un ou plusieurs epitopes T auxiliaires ("helper") decrit dans le premier 
aspect ci-dessus, un ou plusieurs epitopes T-cytotoxiques capables 
d'induire une reponse immunitaire cellulaire par production de 
lymphocytes T-cytotoxiques specifiques de la molecule proteine 
porteuse, ces lymphocytes etant capables de reconnattre specifiquement 

20 des cellules exprimant a leur a leur surface ladite proteine porteuse ou 
tout peptide qui en est derive, en association avec des molecules classes 
I du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (MHC). Le cas echeant, la 
molecule proteique porteuse consiste en un oligomere d'une proteine ou 
d'un peptide comprenant outre un ou plusieurs epitopes T helper, un ou 

25 plusieurs epitopes T-cytotoxiques definies ci-dessus. 

Selon un troisieme aspect, une molecule proteique porteuse 
consiste en une proteine ou un peptide d'au moins 1 5 acides amines de 
longueur, ou encore en un oligomere d'un tel peptide, comprenant outre 
un ou plusieurs epitopes T auxiliaires ("helper") definit dans le premier 

30 aspect, un ou plusieurs epitopes B, capables d'induire la production 
d'anticorps par des lymphocytes diriges contre la proteine porteuse. 

Dans certains modes de realisation, la proteine porteuse, outre sa 
fonction T helper, utilisee pour activer un reponse anticorps contre 
I'antigene d'interet, peut aussi activer une reponse cytotoxique contre les 
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cellules porteuses de peptides du carrier et/ou stimuler une r6ponse 
anticorps contre la molecule proteique porteuse. 

La molecule proteique porteuse peut aussi consister en un homo- 
oligomere ou homo-polymere d'une proteine native dont elle derive ou 

5 encore en un homo-oligomere ou homo-polymere d'un fragment 
peptidique de la proteine native dont elle derive. La molecule proteique 
porteuse peut aussi peut aussi consister en un hetero-oligomere ou en 
un h§tero-polymere comprenant une combinaison de plusieurs fragments 
peptidiques distincts initialement inclus dans la proteine native dont elle 

10 derive. 

Par « proteine antigenique », on entend selon ['invention toute 
proteine ou tout peptide d'au moins 10 acides amines de longueur, y 
compris un peptide haptene, susceptible d'etre reconnue specrfiquement 
par les recepteurs pour I'antigene exprimes par les lymphocytes B d'un 

15 organisme hote, humain ou animal, particulierement tout mammifere, 
laquelle proteine antigenique, une fois incluse dans un produit 
immunogene de I'invention, stimule la production . d'anticorps 
reconnaissant ladite proteine antigenique. 

Par « proteine antigenique » : on entend aussi toute proteine 

20 comprenant un ou plusieurs epitopes B de la d'une proteine antigenique 
native a rencontre de laquelle la production d'anticorps est recherch6e. 
Ladite molecule d'interet antigenique peut consister en la proteine native 
elle-m§me ou un derive proteique de la proteine native, tels qu'un 
fragment peptidique de la proteine native, ou encore toute forme 

25 biologiquement inactiv6e de la proteine native obtenue par traitement 
chimique, physique ou par mutation gen§tique. La proteine d'interet 
antigenique peut aussi consister en un homo-oligomere ou homo- 
polymere de la proteine native ou encore en un homo-oligomere ou 
homo-polymere d'un fragment peptidique de la proteine native. La 

30 proteine d'interet antigenique peut aussi peut aussi consister en un 
hetero-oligomere ou en un hetero-polymere comprenant une 
combinaison de plusieurs fragments peptidiques distincts initialement 
inclus dans la proteine native. 

Dans un produit immunogene selon Tinvention, avantageusement 

35 moins de 30 pour cent, et de preference moins de 20 pour cent des 
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proteines antigeniques (i) sont liees par une liaison covalente avec les 
molecules proteiques porteuses (ii). 

Dans un produit immunogene selon invention, avantageusement 
au moins 1 pour cent, et de preference au moins 2 pour cent des 

5 proteines antig§niques (i) sont liees avec les molecules porteuses (ii) par 
une liaison covalente. 

On a montre qu'un produit immunogene de Tinvention, tel que 
defini ci-dessus, etait stable en solution aqueuse. La stabilite d'un produit 
immunogene de I'invention est notamment caracterisee en ce que ledit 

10 produit immunogene possede un point isoelectrique propre, distinct du 
point isoelectrique d'au moins Tun de ses constituants proteiques, 
respectivement la proteine antigenique (i) et la molecule proteique 
porteuse (ii), et qu'il migre en consequence selon une bande proteique 
distincte d'au moins Tune des bandes proteiques correspondant 

15 respectivement aux deux elements proteiques qui le constituent dans 
des essais d'isoelectrofocalisation. 

On a aussi observe , par des essais d'immuno-empreintes 
(« Western blot »), que le produit immunogene de invention migrait en 
gel d'electrophorese., en conditions non denaturantes. selon une seule 

20 bande proteique, ce qui illustre le fait que ledit produit immunogene se 
presente sous la forme d'une population homogene de constructions 
proteiques solubles. 

De plus, on a montre que la proteine antig6nique (i) ainsi que la 
molecule proteique (ii), incluses sous forme d'heterocomplexes 

25 proteiques dans le produit immunogene de Tinvention, etaient toutes les 
deux reconnues par des anticorps reconnaissant specifiquement 
chacune de ces proteines. Ainsi, le produit immunogene selon Tinvention 
comprend la proteine antigenique (i) et la molecule proteique porteuse (ii) 
dans leur conformation native. Cette caracteristique technique du produit 

30 immunogene selon Tinvention est particulierement avantageuse pour 
Pinduction d'une reponse immunitaire ^ rencontre des antigenes natifs, 
c'est-a-dire d'une reponse immunitaire efficace et reellement protectrice 
de Torganisme h6te. On a montr6 en particulier qu'un produit 
immunogene selon Tinvention induisait, dans Torganisme hote dans 

35 lequel il etait administre, I'induction d'une. forte reponse humorale 
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efficace a rencontre des antigenes natifs accompagn6e de la production 
d'anticorps neutralisants ou bloquants vis-a-vis de Tactivite biologique 
deietere de ces antigenes natifs. 

On a montre selon invention, avec divers antigenes d'interet, que 
5 la reponse immunitaire humorale obtenue avec un produit immunogene 
tel que defini ci-dessus etait superieure de 10 £ 1000 fois a la reponse 
immunitaire humorale obtenue avec une administration d'un conjugue 
covalent classique entre I'antigene d'interet et la molecule proteique 
porteuse. 

10 De preference, dans un heterocomplexe immunogene inclus dans 

le produit immunogene de I'invention, la pluralite de proteines 
antigeniques (i) est constitute d'une pluralite d'exemplaires d'une 
proteine antigenique unique. 

Ainsi, selon un mode de realisation tout a fait prefer^, le produit 

is immunogene de invention est mis en oeuvre pour I'obtention d'anticorps 
specifiques a rencontre d'un seul antigene d'interet. 

On a aussi montre selon invention qu'un produit immunogene 
comprenant des het6rocomplexes immunogenes tels que definis ci- 
dessus etait particulierement bien adapte a rimmunisation d'un individu, 

20 par la production d'anticorps, a I'encontre d'un antigene d'interet du 
« soi » (« self antigen »), c'est a dire a I'encontre d'une proteine produite 
normalement par ledit individu, pour laquelle il existe une tolerance du 
systeme immunitaire, en particulier une d§l6tion au moins partielle des 
clones de lymphocytes T auxiliaires (cellules T helper) reconnaissant 

25 specifiquement ledit antigene. 

En d'autres termes, la presentation d'un antigene du « soi » aux 
cellules du systeme immunitaire dudit individu, sous la forme du produit 
immunogene comprenant des heterocomplexes immunogenes de 
invention, permet de « casser » la tolerance du systeme immunitaire de 

30 I'individu vis-a-vis de cet antigene. Sans vouloir etre lie par une 
quelconque theorie, le demandeur pense que la possibilite d'obtenir un 
haut niveau de reponse anticorps ^ I'encontre d'un antigene du « soi » 
est due a la presence, au sein de I'heterocomplexe, de nombreux 
epitopes de type « T auxiliaire » (ou T helper) portes par la molecule 

35 proteique porteuse, qui activent les lymphocytes T auxiliaires, et que les 
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diverses cytokines produites par les lymphocytes T auxiliaires actives, 
notamment l'IL-2, permet de promouvoir une activation des cellules B a 
des antigenes du « soi » presentes a I'etat dormant dans I'organisme, et 
de rompre ainsi la tolerance immunitaire des cellules B aux antigenes du 

5 « soi ». 

Ainsi, selon un mode de realisation preferentiel, le produit 
immunogene de I'invention est caracterise en ce que les prolines 
antigeniques (i) sont constitutes d'une pluralite d'exemplaires d'une 
proteine normalement reconnue comme une proteine du soi par les 

10 cellules du systeme immunitaire dudit sujet. 

Du fait que la plus grande proportion, plus de 60 pour cent, des 
associations entre I'antigene d'interet et la molecule proteique porteuse 
sont realisees par des interactions non covalentes, ii n'existe aucune 
limitation theorique dans le nombre de molecules d'antigene d'interet 

15 associees a une unique molecule proteique porteuse, autre que 
I'accessibilite sterique des molecules d'antigene d'interet a cette 
molecule porteuse. En particulier, le nombre de molecules d'antigene 
d'interet associees a une meme molecule proteique porteuse n'est pas 
limitee par le nombre de fonctions chimiquement reactives portees par la 

20 molecule porteuse permettant la creation de liaisons covalentes avec 
une pluralite de molecules de I'antigene d'interet. En consequence, la 
seule limite physique semble etre le nombre de sites de la molecule 
proteique porteuse (ii) qui sont accessibles k la proteine antigenique (i). 
Pour les memes raisons, la taille de I'antigene d'interet a associer 

25 & la molecule proteique porteuse n'est pas non plus strictement limitee, 
I'antigene d'interSt pouvant en consequence consister en des proteines 
entieres d'au moins 10 kDa, telles les differentes cytokines comme l'IL-4, 
l'IL-10, le VEGF ou encore I'interferon alpha. 

En outre, meme pour des antigenes d'interet consistent en des 

30 proteines entieres d'une masse moleculaire superieur a 10 kDa, un 
Iteterocomplexe immunogene de I'invention peut comprendre une 
association de plusieurs antigenes d'interet sur une seule molecule 
porteuse, si la taille de la proteine porteuse le permet. 

Lorsque la mol6cule proteique porteuse est de petite taille, par 

35 exemple d'une taille inferieure a 10 kDa, ou encore inferieure a 5 kDa, le 
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demandeur pense, sans vouloir §tre lie par une quelconque theorie, que 
les associations partiellement covalentes entre Tantigdne d'interet et 
ladite proline porteuse, qui forment les h6terocomplexes proteiques 
inclus dans le produit immunogene de I'invention, permettent une 

5 conformation des heterocomplexes telle qu'a la fois I'antigene d'interet et 
la molecule proteique porteuse sont accessibles aux recepteurs des 
cellules du systeme immunitaire. 

II s'agit meme d'un avantage technique supplemental procure 
par le produit immunogene comprenant des hteterocomplexes tels que 

10 definis ci-dessus, puisque la presentation aux lymphocytes B d'une 
plurality d'exemplaires d'un antig&ne d'interet sur une meme molecule 
porteuse, comprise dans I'h§terocomplexe, favorise le phenomene de 
« capping » par « cross-linking » des recepteurs de la cellule B 
reconnaissant I'antigdne, ce qui contribue a I'activation de la cellule B qui 

15 re$oit , par ailleurs, les signaux d'activation provenant des cytokines 
produites par les lymphocytes T auxiliaires activ6s grace aux epitopes T 
auxiliaires portes par la molecule proteique porteuse. 

Ainsi, selon un mode de realisation tout a fait pr6fere du produit 
immunogene, celui-ci comprend de 5 & 50 proteines antig6niques (i) pour 

20 une molecule proteique porteuse (ii), de preference de 20 a 40 proteines 
antig§niques (i) pour une molecule proteique porteuse (ii). 

Le nombre de molecules d'antigene d'interet sur une seule 
molecule proteique porteuse depend respectivement de la taille de la 
molecule porteuse et de la taille de la molecule d'antigene d'interet. Plus 

25 la molecule porteuse est grosse et offre une grande surface dissociation 
avec Tantigene d'interet, et plus I'heterocomplexe immunog§ne 
comprendra, pour une seule des molecules porteuses qu'il contient, un 
nombre eleve d'exemplaires de la molecule d'antigene d'interet. De 
meme, plus la taille de la molecule d'antigene d'interet est reduite, plus le 

30 nombre d'exemplaires de la molecule d'antigdne d'interet sur la m§me 
molecule porteuse est grand. 

A titre illustratif, on a montre selon invention que lorsque la 
molecule proteique porteuse est le KLH, de 20 a 40 molecules d'IL-4, 
d'IL-10, d'interteron alpha ou de VEGF sont associes avec chaque 

35 molecule porteuse. 
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On a montre que la solubilite du produit immunogene dans une 
solution aqueuse varie avec la modification des equilibres regissant les 
interactions moleculaires au sein des heterocomplexes, en particulier les 
equilibres electrochimiques qui dependent de liaisons dites « faibles » 

5 (non covalentes) ou encore les concentrations respectives des proteines 
antigeniques et de la molecule proteique pbrteuse, ainsi qu'avec les 
conditions de force ionique, de pH et de temperature. 

De preference, les liaisons covalentes entre une ou plusieurs des 
proteines antigeniques (i) et la molecule proteiques porteuse (ii) sont 

10 realisees par I'intermediaire d'un agent chimique de liaison bifonctionnel. 

Un tel agent chimique peut etre le bromure de cyanogene, le 
glutaraldehyde, le carbodiimide ou I'anhydride succinique. 

En tant que carbodiimides, on peut utiliser par exemple les 
composes suivants : 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinyl-(4-ethyl)carbodiimide 

15 (CMC), 1-ethyl-3-(3-dimethyaminopropyl)carbodiimide (EDC) and 1- 
ethyl-3-(4-azonia-4,4-dimethylpentyl)carbodiimide, 1-cyclohexyl-3-(2- 
morpholinyl-(4-ethyl)carbodiimide,(1-ethyl-3-(3-dimethya minopropyl 
carbodiimide (EDC) et 1-ethyl-3-(4-azonia-4,4- 

dimethylpentyl)carbodiimide. 

20 En tant qu'agents de cou plage homo-bifonctionnels, on peut citer 

les composes suivants : 

esters de N-hydroxysuccinimide, de dithiobis 

(succinimidylpropionate), disuccinimidyl suberate, et disuccinimidyl 
tartrate; les imidoesters bifonctionnels dimethyl adipimidate, dimethyl 

25 pimelimidate, et dimethyl suberimidate; 

- les agents reactifs avec un sulphydryl, 1 ,4-di-[3 , -(2*- 
pyridyldithio)propionamido]butane, bismaleimidohexane, et bis-N- 
maleimido-1 , 8-octane; 

- les halogenures bifonctionnels de type aryle 1 ,5-difluoro-2,4- 
30 dinitrobenzene et 4.4'-difluoro-3,3 , -dinitrophenylsulfone; 

- le SMCC (succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1- 
carboxylate) ; 

- le SIAB (N-succinimidyl(4-iodoacetyl)aminobenzoate), 

- le SMPB (succinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrate), 

35 - le GMBS (N-(.gamma.-maleimidobutyryloxy)succinimide ester), 
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- le MPBH (4-(4-N-maleimidopohenyl) acide butyrique hydrazide) ; 

- le M2C2H (4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxyl- 
hydrazide), 

- le SMPT (succin-imidyloxycarbonyl-.alpha.-methyl-.alpha.-(2- 
5 pyridyldithio)toluene) ; et le 

- SPDP (N-succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionate). 

Preferentiellement, I'agent chimique de liaison utilise comprend au 
moins deux fonctions aldehyde reactives. 

De maniere tout a fait preferee, I'agent chimique de liaison est le 
10 glutaraldehyde. 

Apres formation du produit comprenant les heterocomplexes 
proteiques grace au couplage des molecules proteiques porteuses avec 
les proteines antigeniques a I'aide de I'agent chimique de liaison, le 
produit obtenu peut etre stabilise grace a un agent de stabilisation des 
15 proteines, tel que le formaldehyde, susceptible de creer des liaisons 
intrachaine. 

Les produits immunogenes comprenant des heterocomplexes 
immunogenes de I'invention se presentent sous la forme de 
microparticules solubles en solution, en particulier en solution aqueuse, 

20 dont la taille moyenne varie selon (i) la taille de la molecule proteique 
porteuse, (ii) la taille et le nombre de proteines antigeniques associees a 
une meme molecule proteique porteuse et (iii) le nombre molecules 
porteuses associees aux proteines antigeniques presentes dans une 
particule d'h6terocomplexe. 

25 On a observe que les microparticules d'h§terocomplexes decrites 

dans les exemples avaient une taille moyenne variant de 100 nm a 300 
nm. 

De maniere tout a fait preferee, un produit immunogene 
comprenant des heterocomplexes proteiques immunogenes de 
30 I'invention comprend exclusivement des molecules porteuses associees 
aux proteines antigeniques, a I'exclusion de tout autre materiau. En 
particulier, un heterocomplexe de I'invention ne comprend aucun 
materiau polymere, proteique ou non proteique, autre que les proteines 
porteuses et antigeniques qui le caracterisent. 
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Recemment, ZAGURY D et al. (2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
98(14) : 8024-8029), dans une 6tude bibliographique, suggerent d'induire 
une immunity anti-cytokine chez les patients afin de contrecarrer la 
production anormale dans ces pathologies de certaines cytokines, 
5 notamment des interleukines, lymphokines, monokines, interferons qui 
agissent physiologiquement dans les tissus, localement comme facteur 
de proliferation, de differentiation ou de mort programmee cellulaire. 

Ces auteurs precisent que les strategies de therapeutique 
vaccinale ont ete, jusqu'a aujourd'hui, exclusivement ciblees sur 
10 I'agresseur antigenique, que ce soit un microorganisme, une cellule ou 
un allergene, mais n'ont jamais recherche a combattre la deregulation 
des cytokines induites sous I'effet de I'agresseur. Ces auteurs proposent 
une vaccination anti-cytokine en tant que prealable a une vaccination 
conventionnelle dont le but serait de neutraliser ou de bloquer les effets 
15 immunotoxiques du stroma, et de permettre le deroulement normal de la 
reaction immunitaire adaptee contre I'agresseur antigenique. 

De plus, des travaux anterieurs de la demanderesse, relates dans 
la demande Internationale publiee sous le n°WO 00/03732, ont montre 
que, dans !e cas de la leucemie ATL, du cancer du col uterin, et du 
20 sarcome de Kaposi, respectivement trois proteines etaient impliquees 
dans une immunosuppression locale au niveau de tumeurs ou de 
cellules infectees par le VIH1: 

la proteine Tax du virus HTLV 1 , 
la proteine E7 du papillomavirus et 
25 la proteine Tat du virus VIH-1 . 

La demanderesse avait aussi decrit que certaines de ces 
proteines immunosuppressives, telles la proteine Tat du HIV1 et la 
proteine E7 de HPV (souches 16 et 18) ont egalement des effets 
activateurs sur les cellules endothelials vasculaires. 
3 o Elle avait en consequence propose la mise au point de vaccins 

anti-cancer ou anti-viraux comprenant un compose immunogene derive 
detoxique d'une proteine provenant de cellules cancereuses, de cellules 
infectees par un virus ou de cellules immunitaires stromales, initialement 
immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale, comme par 
35 exemple une proteine derivee de la proteine Tat du virus H1V1, la 
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proline Tax d'un virus HTLV1 , la proteine E7 d'un papillomavirus ou 
encore une lectine mannane-dependante, sous une forme inactiv6e. 

Or, il est montre selon I'invention que le produit immunogene 
comprenant des heterocomplexes immunogenes tels que d6finis ci- 
5 dessus permet Tinduction d'une forte r6ponse anticorps a rencontre des 
differentes molecules antigeniques d6l6teres ci-dessus. 

Selon un premier aspect, dans Theterocomplexe immunogene de 
invention, la ou les proteines antigeniques (i) consistent en des 
cytokines produites naturellement par ledit sujet 
10 De maniere preferee, la ou les proteines antigeniques (i) sont 

choisies parmi l'interleukine-4, Tinterteron alpha, interferon gamma, le 
VEGF, l'interleukine-10, le TNF alpha, le TGF beta, l'interieukine-5 et 
Tinterleukine 6. 

Selon un second aspect, la ou les proteines antigeniques (i) 
15 constitutives d'un heterocomplexe immunogene de i'invention sont des 
proteines immunosuppressives ou angiogeniques, ou des proteines 
d6rivees de proteines immunosuppressives ou angiogeniques. 

De maniere preferee, la ou les proteines antigeniques (i) sont 
choisies parmi !a proteine E7 d'un papillomavirus, la proteine Tat du virus 
20 VIH 1, la proteine Tax d'u virus HTLV 1 ou HTLV 2 et la proteine p53 du 
soi. 

Selon un troisteme aspect, la ou les proteines antigeniques (i) 
constitutives d'un heterocomplexe immunogene de I'invention sont des 
proteines toxiques a faible dose, pour Thomme ou pour un mammifere 

25 non humain. II s'agit tout particulierement des diverses proteines qui sont 
tethales pour Thomme & une dose interieure a 1 mg, inferieure £ 100 |jg, 
interieure a 10pg, voire inferieure a 1 pg. II s'agit en priorite des proteines 
toxiques susceptibles d'etre utilisees pour la fabrication d'armes dites 
« biologiques », telles que la ricine, les toxines botuliques, les 

30 enterotoxines de staphylocoque, ou encore une proteine toxique 
d'anthrax (EF, LF, PA). 

La molecule proteique porteuse (ii) incluse dans un 
heterocomplexe proteique immunogene de I'invention peut etre une 
molecule porteuse utilisee conventionnellement en immunologie, telle 
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que le KLH, Povalbumine, Palbumine s6rique bovine (ASB), le Tetanos 
toxoide, la toxine choterique B, etc. 

De plus, dans un produit immunogene de invention, la molecule 
porteuse proteique peut etre choisie de maniere a induire ou a stimuler, 

5 outre la production de lymphocytes T helper, une reponse immunitaire 
cytotoxique et/ou hu morale & Pencontre d'elle-meme et de sa 
contrepartie de proteine native dans Porganisme hote, respectivement 
par Pactivation de lymphocytes T cytotoxiques et de lymphocytes B 
specifiques de cette molecule porteuse. 

10 Ce mode de realisation particulier d'un produit immunogene de 

Pinvention est particulierement utile lorsque Pon recherche simultan6ment 
une reponse anticorps efficace & Pencontre d'une proteine deletere 
immunosuppressive ou angiogenique, notamment par la production 
d'anticorps neutralisants ou bloquants, et une reponse immunitaire 

is cellulaire effectuee par des lymphocytes T cytotoxiques diriges contre 
des cellules presentant a leur surface Pantigene natif associe aux 
molecules de classe I du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH), 
par exemple un antig&ne d'un pathogene comme le virus VIH1 ou un 
Papillomavirus, ou un antigene spScifiquement exprim§ dans les cellules 

20 cancereuses, comme le CEA, la p53, le Di12, etc. 

Ainsi, selon ce mode de realisation particulier, le produit 
immunogene de Pinvention est caract6rise en ce que la molecule 
proteique porteuse (ii) est une proline immunogene induisant, outre la 
production de lymphocytes T helper, la production de lymphocytes T 

25 cytotoxiques diriges a Pencontre de cellules presentant a leur surface 
ladite molecule proteique porteuse, ou tout peptide qui en est derive, en 
association avec des molecules de classe I du Complexe Majeur 
d'Histocompatibilite (MHC), et/ou la production d'anticorps par des 
lymphocytes B diriges contre la proteine porteuse. 

30 Ainsi, les produits immunogenes comprenant des 

heterocomplexes immunogenes de Pinvention constituent des moyens 
immunologiques efficaces pour la vaccination ttterapeutique active d'un 
individu, qull soit un mammifere humain ou un mammitere non humain, £ 
Pencontre d'une grande diversite de pathologies. 
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Des exemples illustratifs de composition d'h§terocomplexes 
immunogenes contenus dans un produit immunogene selon I'invention 
pour prevenir ou traiter, par une vaccination therapeutique active, des 
pathologies diverses sont indiques ci-dessous. 
5 a) Pour la prevention ou le traitement du SIDA : 

- Molecule proteique porteuse (ii) :les proteines gp 120, gp160, p24, p17, 
nef, ou Tat du virus HIV1, d6toxiquees ou stabilisees si cela est 
necessaire, des fragments immunogenes de ces proteines ou encore 
une proteine immunogene qui en est derivee (Zagury et aL, 1998). 

io On peut aussi utiliser la proteine gp 120 mimotope qui est decrite 

par Fouts et al. (2000) et par Fouts et al. (2002). 

- Proteine antig§nique (i) : les proteines tat, IFNa, IL10 et TGFp, 
detoxiquee si cela est necessaire, des fragments immunogenes de ces 
proteines ou une proteine immunogene qui en est derivee. 

15 

b) Pour la prevention ou le traitement du cancer du col uterin : 

- Molecule proteique porteuse (ii) : les proteines L1 , L2 et E7 du 
papillomavirus, preferentiellement d'un papillomavirus de la souche 16 
ou 18, detoxiquee ou stabilisee si cela est necessaire, des fragments 

20 immunogenes de ces proteines ou encore une proteine immunogene qui 
en est derivee (Le Buanec et al., 1999). 

- Proteine antigenique (i) : les proteines E7, IFNa, IL10, TGFp, TNFa et 
VEGF, detoxiqu6es ou stabilisees si cela est necessaire, des fragments 
immunogenes de ces proteines ou une proteine immunogene qui en est 

25 derivee. 

c) Pour la prevention ou le traitement de la leucemie ATL induite paries 
virus HTLV1 ou 2: 

- Molecule proteique porteuse (ii) les proteines gp61 et Tax des virus 
HTLV1 ou 2, detoxiqu§e si cela est necessaire, des fragments 

30 immunogenes de ces proteines ou encore une proteine immunogene qui 
en est derivee (Cowan et ah, 1997 ; Mori et al.,1996). 

- Proteine antigenique (i) : les proteines Tax, IL10, IFNa ou TGFp, TNFa, 
VEGF detoxiquees, des fragments immunogenes de ces proteines ou 
encore une proteine qui en est d6riv6e. 
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d) Pour la prevention ou le traitement du cancer du colon : 
■ - Molecule proteique porteuse (ii) : les proteines CEA et p53, detoxiquees 
si cela est necessaire, des fragments immunogenes de ces proteines ou 
encore un proteine immunogene qui en est derivee (Zusman et al., 
5 (1996). 

- Proteine antigenique (i) : les proteines IFNct, TGFp, IL10, FasL et 
VEGF, detoxiquees, des fragments peptidiques immunogenes de ces 
proteines ou encore une proteine immunogene qui en est derivee. 

10 e) Pour la prevention ou le traitement du cancer du sein : 

- Molecule proteique porteuse (ii) :la proteine Di12, des fragments 
immunogenes de cette proteine ou encore une proteine qui en est 
derivee (Yoshiji et al., 1996). 

- Proteine antigenique (i) : les proteines TGFp, TNFct et VEGF, 
15 detoxiquees si necessaire, des fragments immunogenes de ces 

proteines ou encore une proteine immunogene qui en est derivee. 

f) Pour la prevention ou le traitement du cancer du pancreas : 

- Molecule proteique porteuse (ii) :1a proteine CaSm, detoxiquee si cela 
20 est necessaire, des fragments immunogenes de cette proteine ou encore 

un proteine immunogene qui en est derivee. 

- Proteine antigenique (i) : les proteines VEGF et TNFa, detoxiquees ou 
stabilisees si necessaire, des fragments immunogenes de ces proteines 
ou encore une proteine immunogene qui en est d6rivee. 

25 

g) Pour la prevention ou le traitement du cancer de la prostate : 

- Molecule proteique porteuse (ii): les proteines OSA et ETS2, 
detoxiquees ou stabilisees si necessaire, des fragments immunogenes 
de ces proteines ou encore une proteine immunogene qui en est derivee. 

30 (Sementchenko VI et al.,1998). 

- Proteine antigenique (i) : les proteines IL6 et TGFp, detoxiquees ou 
stabilisees si necessaire, des fragments immunogenes de ces proteines 
ou encore une proteine immunogene qui en est derivee. (Adler et al., 
1999). 

35 
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h) Pour la prevention ou le traitement de certaines allergies : 

- Molecule proteique porteuse (ii)est choisi parml les allogenes 
moleculaires, tels que les proteines Bet v 1 (pollen de bouleau), Der p 1 
(acarien) et Fel d 1 (chat) , leurs fragments peptidiques immunogenes ou 

5 encore une proteine immunogene qui en est derivee. L'antigene Bet v 1 
est decrit notamment par Ferreira et al. (1993), l'antigene Der p 1 est 
decrit notamment par Tovey et al. (1981) et l'antigene Fel d 1 est decrit 
notamment par Morgenstern et al. (1991) 

- Proteine antigenique (i) : elle induit la production d'anticorps 
10 neutralisants ou bloquants a I'encontre du facteur cytokinique IL4, qui est 

produit principalement par les lymphocytes T de type Th2, qui orientent 
la reponse immunitaire humorale vers la production d'anticorps d'isotype 
IgE. Selon un autre mode de realisation, la proteine antigenique (i) induit 
la production d'anticorps neutralisants ou bloquants a I'encontre du 

15 facteur cytokinique IL5, qui est produit principalement par les 
lymphocytes T de type Th2. 

Selon encore un autre mode de realisation, la prevention de 
I'allergie peut etre realisee a I'aide d'un produit immunogene induisant 
une reponse anticorps a I'encontre du principal effecteur de la 

20 granulation des basophiles, les anticorps d'isotype IgE. Dans ce but, 
I'invention fournit un produit immunogene comprenant (i) un anticorps 
humain d'isotype IgE et (ii) la proteine Tat inactivee du VIH1 . 

/) Pour la prevention contre les proteines lethales utilisGes dans 
les armes bioloaiaues. 

25 Egalement, un produit immunogene selon I'invention peut etre 

utilise pour immuniser des individus a I'encontre de nombreux produits 
toxiques utilises notamment dans les armes. chimiques et biologiques, 
comme par exemple la ricine. 

Parmi les proteines les plus toxiques a I'encontre desquelles une 
30 immunisation, principalement par la production d'anticorps, est 

recherchee, on prefere les toxines botuliques, la ricine, les enterotoxines 

de staphylocoque, les toxines de Clostridium perfringens et les proteines 

toxiques de I'anthrax. 

De maniere generate, pour realiser un produit immunogene selon 
35 I'invention dans lequel la proteine antigenique (i) est une proteine 
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fortement toxique du type ci-dessus, on utilise une proteine 
prealablement detoxifiee sous la forme d'un toxoTde. Pour detoxifier la 
proteine, avant son utilisation pour preparer un produ'rt immunogene 
selon I'invention, on peut utiliser diverses methodes, et de preference 
5 I'une des methodes suivantes : 

a) traitement de la proteine toxique native par le glutaraldehyde ; 

b) traitement de la proteine toxique native par action combinee du 
formol et du glutaraldehyde ; ou 

c) le cas echeant, par modification chimique des groupements His et 
10 Tyr a I'aide de reactifs appropries, par exemple par 

carboxymethylation de ces residus d'acides amines. 

Pour la prevention de Taction lethale de toxines provenaht de 
Bacillus anthracis, on utilise de preference, comme proteines 
antigeniques (i), une proteine detoxifiee provenant d'une toxine d'anthrax 
15 choisie parmi les proteines EF (« Edema Factor »), LF (« Lethal Factor ») 
et PA (« Protective Antigen »). 

Pour la prevention de Taction lethale de toxines provenant de 
Clostridium perfringens, on utilise de pr6ference, comme proteine 
antigenique (i), une proteine detoxiftee provenant de la toxine Epsilon de 
20 Clostridium perfringens. 

Pour la prevention de I'action lethale de toxines provenant de 
Clostridium botulinum, on utilise de preference, comme proteines 
antigeniques (i), une proteine detoxifiee provenant d'une toxine botulique 
choisie parmi les toxines A, B, C, D, E, F et G, qui sont naturellement 
25 synthetisees sous la forme d'une chatne polypeptidique unique de 150 
kDa, ou encore le fragment H c des toxines botuiliniques, lequel fragment 
H c possede une masse moleculaire d'enyiron 50 kDa. 

Pour produire les toxines botuliques inactivees, I'homme du metier 
peut utiliser toute techniques connue en soi, notamment celles utilisees 
30 pour preparer des compositions vaccinates anterieures, telles que celles 
decrites par Fiock et al. ou par Siegel et al. (Fiock, M.A., Cardella, M.A., 
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Gearinger, N.F., J. Immunol., 1963, 90, 697-702; Siegel, L.S., J. Clin. 
Microbiol., 1988, 26, 2351-2356). 

Pour la prevention de Taction lethale de toxines provenant de la 
graine de ricin (Ricinus communis), on utilise de preference, comme 
5 proteine antigenique (i), une proteine detoxifiee provenant de la toxine du 
ricin, de preference le fragment p de la ricine. 

Ainsi, invention fournit aussi un produit immunogene comprenant 
(i) le fragment p de la ricine et (ii) la proteine KLH. 

Pour purifier la ricine, I'homme du metier peut utiliser toute 

10 technique connue, telles que celles decrites par Osborne et al., Kabat et 

al. ou Kunnitz et al. (Osborne.T.B., Mendel, LB. and Harris.J.F.: 

Amer. J.Physiol., 1 905,14,259-269; Kabat,E.A.Heidelberger,M. and 

Bezer,AE.:J.Biol.Chem.,1947,168,629- ; KunnrtzM and McDonaldM 

:J.Gen.Physiol.,1 948,22,25- 

15 Motf/e,Y.:Bull.Soc.Chim.Biol., 1951 ,33,1461-1467). II peut aussi utiliser 

les techniques de purification par chromatographie d'affinite decrites par 

Tomila et al., Nicolson et al. ou Olsnes et al. (Tomila,M.,Kurokawa,T., 

Qnozaki.K. et a/.:Experientia,1 972,28,84-85; Nicolson.G.L. and 

Blaustein,J. : J.Biochim.Biophys.Acta.1 972,266,543-547; Olsnes.S. 

20 Salvedt.E. and P/7?/,A:J.Biol.Chem.,1 974,249,803-81 0). Les chaines A et 

B de la ricine peuvent etre purifiees comme decrit par Hedge et al. 

(Hedge,R. and Podder,S.K.,:Eur.Biochem., 1998,254, 596-601). 

Pour la prevention de Taction lethale de toxines provenant de 

staphylocoque, et plus particulierement de Staphylococcus aureus, on 

25 utilise de preference, comme proteine antigenique (i), une proteine 

detoxifiee provenant d'une toxine choisie panmi la SEA (« Staphylococcal 

Enterotoxin A »), la SEB (« Staphylococcal Enterotoxin B »), la SEC 

(« Staphylococcal Enterotoxin C »), la SED (« Staphylococcal 

Enterotoxin D »), la SEE (« Staphylococcal . Enterotoxin E »), la SEG 

30 (« Staphylococcal Enterotoxin G »), la SEH (« Staphylococcal 

Enterotoxin H »), la SEI (« Staphylococcal Enterotoxin I ») et la TSST-1 

(« Toxic Shock Syndrome Toxin-1 »)., 
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Les enterotoxines ci-dessus peuvent etre preparees par I'homme 
du metier a I'aide des techniques decrites dans les travaux references ci- 
dessous, en relation avec la description de chacune de ces toxines. 

La SEA est synthetisee sous forme d'une enterotoxine precurseur 

5 de 257 aminoacides (Huang, I.Y., Hughes, J.L., Bergdoll, M.S. and 
Schantz, E.J. : J. Biol. Chem. 1987, 262, 7006-7013). La toxine mature 
de masse moleculaire egale a 27100 Da derive de la toxine precurseur 
par perte d'une sequence leader hydrophobe N-terminale de 24 residus 
d'acides amines (Betley, M.J. and Mekalanos, J.J. : J. Bacterid., 1998, 

10 1 70, 34-41 ). SEA existe sous 3 isoformes differentes par leur PI. 

La proteine precurseur de SEB comprend 267 aminoacides (Mr=31 
400 Da) avec un peptide signal N-terminal de 27 acides amines. Son site 
de fixation au recepteur de cellulles T (« T-Cell Receptor » ou « TCR ») 
embrasse la cavite de faible profondeur, alors que la molecule de MHC 

15 classe II se fixe sur un site adjacent {Kappler, J.W., Herman, A., 
Clements, J. and Marrack, P.: J. Exp. Med., 1992, 175, 387-396; 
Fapageorgiu, A.C., Tranter, H.S. and Acharya, K,R. : J. Mol. Biol., 1998, 
277, 61-79 ; Soos, J.M. and Johnson, H.M. : Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 1994, 201, 596-602). 

20 La SEC presentent 3 sous-types SEC 1, SEC 2 et SEC 3 
antigeniquement distincts. La prot6ine precurseur contient 267 residus 
d'acides amines (Houde, C.J., Hackett, S.P. and Bohach, G.A. : Mol. 
Gen. Genet., 1990, 220, 329-333) avec un peptide signal de 27 residus 
d'aminoacides {Bohach, G.A. and Schlievert, P.M. : Infect. Immun., 1989, 

25 57, 2243-2252). 

La SED est faite de 258 residus d'acides amines avec un peptide 
signal de 30 residus AA. Sa structure tridimensionnelle est semblable a 
la structure des autres superantigenes bacteriens. 

La SEE, dont la masse moleculaire est de 26000 Da presente 81% 

30 d'homologie de sequence en AA avec SEA. 
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La SEG est constitute de 233 residus d'acides amines (Munson, 
S.H., Tremaine, M.T., Betley, M.J. and Welch, R.A. : Infect. Immun., 
1998, 66, 3337-3348). 

La SEH presente une masse moleculaire est de 27300 Da (Su, Y.C. 
5 and Wong, AC. : Apll. Environ. Microbiol., 1995, 61, 1438-1443). Elle ne 
donne pas de reaction immunologique croisee avec les autres 
enterotoxines. 

La SEI a une sequence comprenant 218 residus d'aminoacides. C'est 
la toxine qui presente le plus faible niveau d'homologie avec les autres 
10 enterotoxines. 

La SEJ faite de 269 residus d'acides amines presente une homologie 
de sequence en AA elevee avec SEA, SEE et SED (64-66%). 

De preference, un produit immunogene selon I'invention comprend, 
en combinaison, plusieurs proteines antigeniques (i) derivees chacune 
15 d'une proteine toxique ci-dessus, par exemple 2, 3, 4 ou 5 proteines 
antigeniques (i) derivees chacune d'une proteine toxique ci-dessus. 

Par exemple, un produit immunogene selon I'invention pour la 
preparation d'une composition vaccinale destinee a prevenir la toxicite 
des enterotoxines de staphylocoque comprend de preference 2, 3, 4 ou 5 
20 proteines antigeniques (i) derivees chacune d'une enterotoxine de 
staphylocoque. 

Selon un mode de realisation particulier d'un produit immunogene 
selon I'invention dans lequel la ou les proteines antigeniques (i) sont 
derivees de proteines hautement toxiques pour I'homme, le proteine 
25 porteuse consiste en la proteine KLH. 

Ainsi selon un premier aspect particulier d'un produit immunogene 
de I'invention, dans lequel la molecule proteique porteuse induit a la fois 
la production de lymphocytes T auxiliaires (« T helper »), de lymphocytes 
T cytotoxiques et de lymphocytes B specifiques de la molecule proteique 
30 porteuse, ladite molecule proteique porteuse (ii) est choisie parmi les 
proteines L1 , L2 et E7 d'un Papillomavirus. 
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Selon un second aspect particulier d'un produit immunogene de 
I'invention, dans lequel la molecule proteique porteuse Induit, outre la 
production de lymphocytes T auxiliaires (« T helper »), la differenciation 
de lymphocytes T cytotoxiques et de lymphocytes B specifiques de la 

5 molecule proteique porteuse, ladite molecule proteique porteuse (ii) est 
choisie parmi les proteines gp160, p24, p17, Net et Tat du virus HIV1. 

Selon un troisieme aspect particulier d'un heterocomplexe 
immunogene de I'invention, dans lequel la molecule proteique porteuse 
induit a la fois la production de lymphocytes T auxiliaires (« T helper ») 

10 lymphocytes T cytotoxiques et de lymphocytes B specifiques de la 
molecule proteique porteuse, ladite molecule proteique porteuse (ii) est 
choisie parmi les proteines CEA, p53, Di12, CaSm, OSA et ETS2. 

Selon un quatrieme aspect particulier d'un produit immunogene de 
I'invention, dans lequel la molecule proteique porteuse induit, outre la 

15 differenciation de lymphocytes T auxiliaires (« T helper ») la production 
d'anticorps diriges contre la molecule proteique porteuse, ladite molecule 
proteique porteuse (ii) est choisie parmi les proteines Bet v 1 , Der p 1 et 
Feldl. 

Dans un produit immunogene de I'invention, les heterocomplexes 
20 proteiques immunogenes preferes sont choisis parmi les hetero 
complexes suivants, dans lesquels les proteines antigeniques (i), d'une 
part et la molecule porteuse proteique (ii), d'autre part, sont 
respectivement : 

a) (i) IL-4 et (Ii) KLH ; 
25 b) (i) interferon alpha et (ii) KLH ; 

c) (i) VEGF et (ii) KLH ; 

d) (i) IL-10 et (ii) KLH ; 

e) (i) interferon alpha et (ii) gp160 de VIH1 

f) (i) IL-4 et (ii) I'antigene allergene Bet v 1 ; et 

30 g) (i) le VEGF et (ii) la proteine E7 d'un Papillomavirus. 

h) (i) la proteine Tat inactivee de VIH1 et (ii) la proteine gp 120 de 

VIM. 

(i) (i) un anticorps humain d'isotype IgE et (ii) la proteine Tat de 
VI H1 inactivee ; 
35 (j) (i) le fragment p de la ricine et (ii) KLH. 
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Procede de preparation d'un produit Immunogene com prenant des 
heterocomplexes proteiaues immunogen es de 1'invention 

L'invention a encore pour objet un procede de preparation d'un 
produit immunogene comprenant des heterocomplexes immunogenes 
5 tels que definis ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) incuber les proteines antigeniques (i) et la molecule porteuse (ii) 
dans un rapport molaire (i) : (ii) de 5::1 a 50::1, en presence d'un 
agent chimique de liaison; 
10 b) recuperer le produit immunogene comprenant les 

heterocomplexes immunogenes prepare a I'etape a); 
De preference, I'agent chimique de liaison est le glutaraldehyde. 
De maniere tout a fait preferee, le procede est en outre caracterise 
en ce que I'etape a) est suivie d'une etape de stabilisation du produit 
15 comprenant les heterocomplexes immunogenes par le formaldehyde, 
prealablement a I'etape b) de recuperation des heterocomplexes. 

De preference, lorsque le glutaraldehyde est utilise comme agent 
chimique de liaison, il est present dans le milieu reactionnel de couplage 
a une concentration finale comprise entre 0.002M et 0.03M, 
20 avantageusement entre 0,02 M et 0.03M, de preference a la 
concentration finale de 0,026M. 

La reaction de couplage avec le glutaraldehyde est 
avantageusement realisee, pendant 20 minutes a 60 minutes de 
preference 30 minutes, a temperature allant de 20 a 25°C. 
25 Apres I'etape de couplage, le glutaraldehyde en exces est elimine, 

par exemple par dialyse a I'aide d'une membrane de dialyse ayant un 
seuil de coupure de 3 kDa. L'etape de dialyse est avantageusement 
realisee a 4°C, dans un tampon ajuste a pH 7,6. 

Pour stabiliser le produit comprenant les heterocomplexes 
30 proteiques preparer a I'etape a), ledit produit peut etre traite en solution 
par le formaldehyde, par exemple par du formaldehyde a la 
concentration finale de 3 mM. La reaction de stabilisation a 
avantageusement une duree comprise entre 12 et 48 heures, de 
preference entre 20 et 30 heures et est de maniere tout a fait preferee 
35 d'une duree de 24 heures. La reaction de stabilisation par le 
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formaldehyde est avantageusement stoppee par addition de glycine, de 
preference a la concentration de 0,1 M, pendant 1 heure et a une 
temperature comprise entre 20 et 25°C. 

5 Les compositions comprenant un produit immunogene comprenant 
des heterocomplexes proteiques immunoaenes de I'lnvention 

La presente invention a aussi pour objet une composition 
comprenant un produit immunogene tel que defini ci-dessus. 

^invention est egalement relative a une composition 
10 pharmaceutique comprenant un produit immunogene proteique tel que 
defini ci-dessus. 

L'invention a encore pour objet une composition immunogene 
caracterisee en ce qu'elle comprend, a titre de principe actif, un produit 
immunogene tel que defini ci-dessus, en association avec un ou 

15 plusieurs excipients physiologiquement compatibles. 

Elle a egalement trait a une composition vaccinate caracterisee en 
ce qu'elle comprend, a titre de principe actif, un produit immunogene tel 
que defini ci-dessus, en association avec gn ou plusieurs excipients 
physiologiquement compatibles. 

20 Selon les objectifs poursuivis, on utilise des adjuvants 

systemiques ou des adjuvants mucosaux. Par exemple, on utilise de 
preference un adjuvant mucosal pour prevenir les cancers des ttssus 
epitheiiaux et on utilise de preference des adjuvants systemiques pour 
prevenir ou traiter les infections par des virus, tels que par H1V1 et 

25 HTLV1 , ou encore pour prevenir ou traiter les allergies. 

Parmi les adjuvants systemiques, on utilise de preference les 
adjuvants de type I FA (Adjuvant Incomplet de Freund), le phosphate de 
calcium ou I'hydroxyde d'alumine. 

Parmi les adjuvants mucosaux, on utilise de preference des 

30 adjuvants comme la chloratoxine B (CTB) ou un mutant de la toxine LT 
(LTp). 

Selon un aspect particulier, une composition immunogene selon 
[Invention comprend aussi un ou plusieurs agents immuno-stimulants, en 
combinaison avec un adjuvant de Timmunite, comme par exemple I'agent 
35 immuno-stimulant CpG bien connu dans retat de la technique. 
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On a en effet montr6 selon 1'invention que I'utilisation de I'adjuvant 
CpG, et tout particulierement I'adjuvant CpG dans lequel les liaisons 
intrachaTne entre les nucleotides consistent en des liaisons 
phosphorothioate permettait la stimulation de la production simultanee 

5 d'anticorps d'isotypes IgG et IgA, apres administration systemique. 

Elle a 6galement trait a un vaccin, mucosal ou systemique, 
caracteris6 en ce qu'il comprend, a titre de principe actif, un produit 
immunog^ne tel que d6fini ci-dessus, en association avec un ou 
plusieurs excipients, dont des adjuvants d'immunite, physiologiquement 

10 compatibles. 

Les compositions immunogenes ou les vaccins selon la pr6sente 
invention trouvent leur emploi par exemple dans le traitement tant curatif 
que preventif des cancers, notamment des cancers induits par des virus 
comme par exemple, I'ATL (Acute T cell leukemia) caus<§ par le HTLV1, 

15 ou le cancer du col uterin cause par le papillomavirus, ou encore le 
lymphome de Burkitt ou le sarcome de Kaposi causes par des. virus de la 
famille herpes, respectivement I'Epstein-Barr (EBV) et le HHV8 ainsi que 
dans le traitement du SIDA, ainsi que pour prevenir ou traiter les 
reactions allergiques. 

20 Les produits immunogenes selon I'invention peuvent etre utilises 

comme suit : 

On administre & un patient, sous une forme adaptee a 
I'administration systemique ou mucosale, un produit immunogdne 
comprenant des heterocomplexes prot6iques immunogenes selon la 
25 pr6sente invention, par exemple par voie intranasal, en quantite 
suffisante pour etre efficace sur le plan th6rapeutique, a un sujet ayant 
besoin d'un tel traitement. La dose administree peut aller par exemple de 
10 a 1000 M9 par voie intranasal, une fois par semaine pendant deux 
mois, puis, compte tenu du caractere transitoire de la reponse anticorps 
30 dirigee contre Tantigene d'inter§t, period iquement en fonction du taux 
des anticorps seriques, par exemple tous les 2-6 mois. 

On pourra administrer dans une meme preparation deux ou 
plusieurs produits immunogenes differents pour induire des anticorps 
neutralisant tous les sites fonctionnels d6l6teres au cas ou une seule 
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molecule ne porte pas tous les sites actifs de la toxine ou de la cytokine 
surproduite que Ton veut neutralises 

A titre de medicaments, les produits immunogenes de I'invention 
peuvent §tre incorpores dans des compositions pharmaceutiques 

5 destinees a une administration par voie systemique ou bien & une 
administration par la voie muqueuse, notamment oro-muqueuse, en 
particulier la voie intranasal, la voie orale et la voie vaginale. 
Uadministration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou 
plusieurs fois apres un certain intervalle de temps. 

10 C'est pourquoi la presente demande a egalement pour objet une 

composition pharmaceutique, curative ou preventive, caracterisee en ce 
qu'elle comprend a titre de principe actif, un ou plusieurs produits 
immunogenes tels que defmis ci-dessus. Le produit immunogene peut 
etre conditionne seul ou melange a un excipient ou melange d'excipients 

15 pharmaceutiquement acceptables tel qu'un adjuvant. Parmi les 
excipients destines a la voie intranasal ou orale, on retient 
particulierement les capryl caproyl macrogol glycerides comme le 
Labrasol® de la Soctete GATTEFOSSE ou Thydroxyde d'alumine 
(Alhydragel, Superfos, Danemark). 

20 Pour I'administration orale selon invention, on associera le 

principe actif a un adjuvant d'immunite mucosale tel qu'un mutant de CT, 
de LT ou de CTB. 

On retient tout particulierement les formes gal6niques d§crites par 
Boyaka et al. « Strategies for mucosal vaccine development » dans Am. 

25 J. Trap. Med. Hyg. 60(4), 1999, pages 35-45. On peut citer aussi les 
microgranules gastro r6sistantes, notamment bioadh6sives telles que 
ceux d§crits par Rojas et al dans Pharmaceutical Research, vol.16, n°2, 
1999, page 255. 

Dans des conditions particulieres de mise en oeuvre, on retient 
30 une composition pharmaceutique vaccinale ci-dessus, caracteris6e en ce 
qu'elle comprend un adjuvant d'immunite mucosale, tel un mutant de CT 
(cholera toxine) ou de LT (enterotoxine labile d'E. coif). 

Dans d'autres conditions particulieres de mise en oeuvre, on 
retient une composition pharmaceutique vaccinale ci-dessus, 
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caracterisee en ce qu'elle renferme un adjuvant absorbant le principe 
actif, tels I'hydroxyde d'alumine ou les particules d'or. 

La pr6sente invention a encore pour objet un prop6d6 de 
preparation d'une composition ci-dessus decrite, caract§ris6 en ce que 
5 Ton melange, selon des mSthodes connues en elles-memes, le ou les 
produits immunogenes actifs avec des excipients acceptables, 
notamment pharmaceutiquement acceptables et le cas echeant, avec un 
adjuvant d'immunite systemique ou mucosale. 

Dans des conditions pr§f§rentielles de mise en ceuvre du procede 
10 ci-dessus, on prepare des microgranules bioadh§sives et 
gastroresistantes pour la voie orale digestive renfermant les principes 
actifs immunogenes et le cas 6ch6ant les adjuvants. 

La presente invention est en outre illustr6e par les exemples 
suivants : 

15 

EXEMPLES 

Exemples de preparations d'heterocomplexes : 

20 Exemple 1 : preparation de l'h6t6rocomplexe KLH-VEGF murin 

0,58 mg de proteine KLH sont dissous dans 0,5 ml de tampon 
phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutes 1 mg de 

VEGF murin dissous dans 1 ml du meme tampon. 

Le melange de prot6ine ainsi obtenu est traite par du 
25 glutaraldehyde & la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes 
a temperature ambiante. 

L'exces de glutaraldehyde est ensuite 6limin§ par 3 dialyses 
successives de 2 heures chacune effectu§es dans un boudin de dialyse 
dont le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, centre 200 ml de tampon 
30 phosphate pH 7,6 10 mM. 

Le melange est alors traite par du formaldehyde a la concentration 
finale de 33 mM pendant 24 heures. Puis la reaction est bloqu§e par 
addition de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a temperature ambiante. 
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Le melange est enfin dialyse dans les memes conditions que la 
dialyse effectuee precedemment. 

Exemple 2 : Heterocomplexe KLH-VEGF humain. 

5 Cet heterocomplexe represente le principe actif d'un vaccin propre 

a induire principalement chez le vaccine la production d'anticorps qui 
neutralised le VEGF humain. 

0,58 mg de proteine KLH sont dissous dans 0,5 ml de tampon 
phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutes 1 mg de VEGF 
10 humain dissous dans 1 ml du meme tampon. 

Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du 
glutaraldehyde a la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes 
a temperature ambiante. 

L'exces de glutaraldehyde est ensuite elimine par 3 dialyses 
15 successives de 2 heures chacune, effectuees dans un boudin de dialyse 
dont le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml de tampon 
phosphate pH 7,6 10 mM. 

Le melange est alors traite par du formaldehyde a la concentration 
finale de 33 mM pendant 24 heures. Puis la reaction est bloquee par 
20 addition de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a temperature ambiante. 
Le melange est enfin dialyse dans les memes conditions que la dialyse 
effectu§e precedemment. 

Exemple 3 : preparation d'un heterocomplexe K LH-IL4 murin. 

25 0,841 mg de proteine KLH sont dissous dans 0,8 ml de tampon 

phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutes 1 mg de IL4 
murin dissous dans 1 ml du meme tampon. 

Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du 
glutaraldehyde a la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes 

30 a temperature ambiante. 
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Uexces de glutaraldehyde est ensuite elimine par 3 dialyses 
successives de 2 heures chacune effectuees dans un boudin de dialyse 
dont le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml de tampon 
phosphate pH 7,6 10 mM. 
5 Le melange est alors traite par du formaldehyde a la concentration 

finale de 33 mM pendant 24 heures. Puis la reaction est bloquee par 
addition de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a temperature ambiante. 
Le melange est enfin dialyse dans les memes conditions que la dialyse 
effectuee prec6demment. 

10 

Exemple 4 : preparation d'un heterocomplexe KLH-IL4 humain. 

Cet heterocomplexe represente le principe actif d'un vaccin propre 

a induire principalement chez le vaccine la production d'anticorps qui 

neutralisent TIL4 humain. 
15 1 mg de proteine KLH sont dissous dans 1 ml de tampon 

phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutes 1 mg de proteine 

IL4 murine dissous dans 1 ml du meme tampon. 

Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du 

glutaraldehyde a la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes 
20 a temperature ambiante. 

Uexces de glutaraldehyde est ensuite elimine par 3 dialyses 

successives de 2 heures chacune effectuees dans un boudin de dialyse 

dont le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml de tampon 

phosphate pH 7,6 10 mM. 
25 Le melange est alors traite par du formaldehyde a la concentration 

finale de 33 mM pendant 24 heures. Puis la reaction est bloquee par 

addition de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a temperature ambiante. 

Le melange est enfin dialyse dans les memes conditions que la dialyse 

effectuee precedemment. 
30 Exemple 5 : preparation d'un complexe KLH-IFNa. 
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Ce conjugue represente le principe actif cTun vaccin propre a 

induire principalement chez le vaccine la production d'anticorps qui 

neutralisent I'lFNa humain. 

0,625 mg de proteine KLH sont dissous dans 0,6 ml de tampon 

5 phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutes 1 mg de proteine 

IFNa humaine dissous dans 1 ml du meme tampon. 

Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du 

glutaraldehyde a la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes 

a temperature ambiante. 
10 L'exces de glutaraldehyde est ensuite eiimine par 3 dialyses 

successives de 2 heures chacune effectuees dans un boudin de dialyse 

dont le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml de tampon 

phosphate pH 7,6 10 mM. 

Le melange est alors traite par du formaldehyde a la concentration 
15 finale de 33 mM pendant 48 heures. Puis la reaction est bloquee par 

addition de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a temperature ambiante. 

Le melange est enfin dialyse dans les memes conditions que la dialyse 

effectuee prec6demment. 

Exemple 6 : preparation d'un complexe gp160-IFNa. 

20 

Cet heterocomplexe represente le principe actif d'un vaccin propre 
a induire chez le vaccine la production d'anticorps qui neutralisent a la 
fois la proteine de structure gp160 du virus HIV-1 et la proteine IFNa 
cytokine immunosuppressive. De plus cet heterocomplexe doit permettre 
25 d'induire une reaction cellulaire (chimiokines, T auxiliaire, CTL) dirigee 
contre les cellules infectees exprimant la gp160. 

0,380 mg de proteine gp160 sont dissous dans 0,380 ml de 
tampon phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutes 1 mg de 
30 proteine IFNa humaine dissous dans 1 ml du m§me tampon. 
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Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du 
glutaraldehyde a la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes 
a temperature ambiante. 

L'exces de glutaraldehyde est ensuite 6limine par 3 dialyses 
5 successives de 2 heures chacune dans un boudin de dialyse dont le 
seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml de tampon 
phosphate pH 7,6 10 mM. 

Le melange est alors traite par du formaldehyde a la concentration 
finale de 33 mM pendant 48 heures. Puis la reaction est bloquee par 
10 addition de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a temperature ambiante. 
Le melange est enfin dialyse dans les memes conditions que la dialyse 
effectuee . precedemment. 

Exemple 7 : preparation d'un heterocomplexe qp160-Tat toxoYde. 
(La proteine Tat est inactivee de maniere biochimigue) 

15 

Cet heterocomplexe represente le principe actif d'un vaccin propre 

a induire chez le vaccine la production d'anticorps qui neutralisent a la 

fois la proteine de structure gp160 du virus HIV-1 et la proteine Tat 

extracellulaire du VIH-1. De plus ce complexe doit permettre d'induire 

20 reaction cellulaire (chimiokines, T auxiliaire, CTL) dirigee contre les 

cellules infectees exprimant la gp160. 

0,550 mg de proteine gp120 sont dissous dans 0,550 ml de 

tampon phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutes 1 mg de 

proteine Tat toxoYde dissous dans 1 ml du meme tampon. 
25 Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du 

glutaraldehyde a la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes 

a temperature ambiante. 

Puis la reaction est bloquee par addition de glycine 0.1 M finale 

pendant 1 heure a temperature ambiante L'exces de glycine est ensuite 
30 elimine par 3 dialyses successives de 2 heures chacune dans un boudin 

de dialyse dont le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml 

de tampon phosphate pH 7,6 10 mM. 
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Exemole 8 : preparation d'un heterocomplexe qp160-Tat GM. (La 
proteine Tat est inactivee de maniere gjjtetique) 

5 Cet heterocomplexe represente le principe actif d'un vaccin propre 

a induire chez le vaccine la production d'anticorps qui neutralisent a la 

fois la proteine de structure gp160 du virus HIV-1 et la proteine Tat de 

regulation du VIH-1. De plus cet heterocomplexe doit permettre d'induire 

reaction cellulaire (chimiokines, T auxiliaire, CTL) dirigee contre les 

10 cellules infectees exprimant la gp1 60. 

0,550 mg de proteine gp160 sont dissous dans 0,550 ml de 

tampon phosphate 10 mM pH 8,5. A cette solution sont ajoutes 1 mg de 

proteine Tat GM dissous dans 1 ml du meme tampon. 

Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du 
15 glutaraldehyde a la concentration finale de 0,026 M pendant 30 minutes 

a temperature ambiante. 

Puis la reaction est bloquee par addition de glycine 0.1 M finale 

pendant 1 heure a temperature ambiante. L'exces de glycine est ensuite 

elimine par 3 dialyses successives de 2 heures chacune dans un boudin 
20 de dialyse dont le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml 

de tampon phosphate pH 7,6 10 mM. 

Exemole 9 : Preparation d'un heterocomplexe KLH-TNFa murin 

Ce conjugue represente le principe actif d'un vaccin propre 
25 a induire principalement chez le vaccine la production d'anticorps qui 
neutralisent le TNFa murin. 

0,625 mg de proteine KLH sont dissous dans 0,6 ml de tampon 
borate 10 mM pH 8,8 150 mM NaCI. A cette solution sont ajoutes 1 mg 
30 de proteine IFNa humaine dissous dans 1 ml du m§me tampon. 

Le melange de proteine ainsi obtenu est traite par du 
glutaraldehyde a la concentration finale de 0,026 M pendant 45 minutes 
a temperature ambiante. 
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L'exces de glutaraldehyde est ensuite elimine par 3 dialyses 
successives de 4 heures chacune effectuees dans un boudin de dialyse 
dont le seuil de coupure est de 3 kDa, a 4 °C, contre 200 ml de tampon 
phosphate pH 7,6 10 mM 150 mM NaCI. 
5 Le melange est alors traite par du formaldehyde a la concentration finale 
de 33 mM pendant 48 heures. Puis la reaction est bloquee par addition 
de glycine 0.1 M finale pendant 1 heure a temperature ambiante. Le 
melange est enfin dialyse dans les memes conditions que la dialyse 
effectuee precedemment. 

10 

Exemple 10 : Preparation d'un heterocomolexe peptide Tat (19-50) - 
hiflE 

Le peptide de Tat (19-50) apporte des epitopes auxiliaires helper. 

Sequence du peptide Tat utilise : 
15 Lys-Thr-Ala-Cys-Thr-Asn-Cys-Tyr-Cys-Lys-Lys-Cys-Cys-Phe-His- 
Cys-G ln-Val-Cys-Phe-1 le-Thr-Lys-Ala-Leu-Gly-l le-S er-Tyr-Gly-Arg-Lys 

Ce conjugue repr6sente le principe actif d'un immunogene propre 
a induire principalement chez le vaccine la formation d'anticorps anti-lgE 
(humaine). 

20 0,1 mg de peptide Tat (19-50) (4,06 x 10" 8 moles) sont dissous 

dans 0,2 ml de tampon borate 10 mM, pH 8,5. A cette solution sont 
ajoutes 1 mg d'lgE humaine (6,6 x 10" 9 moles) dissous dans 1 ml du 
meme tampon. 

Le melange ainsi constitue est traite par du glutaraldehyde a la 
25 concentration finale de 0,026 M pendant 30 min. a la temperature 
ambiante. 

L'exces de glutaraldehyde est elimine par 2 dialyses successives 
de 4 heures et par 1 dialyse finale de 16 heures contre un grand volume 
de tampon phosphate 10 mM, pH 7,4 contenant 0,8 % de NaCI (PBS), a 
30 4°C, en utilisant un sac de dialyse avec un seuil de coupure a 10 kDa. 
(rapport peptide IgE = 50:1) 
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Exemple 11 : Preparation d'un heterocomplexe contre le fragment 
de la Ricine 

Cet heterocomplexe constitue le principe actif d'un vaccin propre a 
5 induire chez le vaccine ta formation d'anticorps neutralisants diriges 

contre le fragment implique dans la fixation de la molecule de Ricine, 

Tempechant ainsi d'exercer son activite toxique. 

A 0,5 mg de KLH (1,1 x 10" 3 moles) dissous dans 0,5 ml de 

tampon phosphate de 10 mM, pH 8,2 sont ajoutes 1 mg (3,3 x 10' 8 
10 moles) de fragment a de la Ricine dissous dans 1 ml du meme tampon. 

Ce melange est traite par le glutaraldehyde a la concentration finale de 

0,026 M pendant 30 min. & temperature ambiante. 

L'excds de glutaraldehyde est ensuite elimine par dialyses 

successives de 4 heures chacune et par 1 dialyse de 16 heures 
15 contre un grand volume de tampon phosphate 10 mM, contenant 

0,8 % de NaCI (PBS) en utilisant un sac de dialyse avec un seuil de 

coupure de 3 kDa. 

(rapport KLH:Ricine-a = 1:30). 

20 Exemples de caracterisations biochimiques des heterocomplexes 

A. Materiel et Methodes des exemples 12 a 23. 

Les caract6risations biochimiques des heterocomplexes ont et6 
effectu6es a Paide des techniques suivantes : 
25 1 .Test d'antiqenicite : 

L'etude de I'antig§nicit6 d'un heterocomplexe par rapport & 
Tantig6nicite des proteines qui le composent est effectu§e par un ELISA 
indirect classique. Cette technique permet de mesurer quantitativement 
une prot§ine par reconnaissance specifique d'un anticorps contre un 
30 antigene. Ce test consiste a deposer des dilutions d'un echantillon 
contenant la proteine recherch6e dans des puits d'une plaque de 
microtitration. Un anticorps polyclonal sp6cifique reagit avec la proteine 
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immobilisee. Un deuxieme . anticorps, conjugue a la peroxydase de 
raifort, specifique du premier est ensuite ajoute. Le complexe forme est 
revele par incubation avec de I'OPD. La couleur jaune obtenue est 
directement proportionnelle a la quantite de proteines fixees. 
5 L'absorbance (DO) de chaque puits est mesuree a I'aide d'un lecteur de 
microplaques. La quantite de proteine presente dans I'echantillon est 
determinee alors a I'aide d'une gamme d'etalonnage. 

2. Isoelectrofocalisation en gel d'aaarose suivie d'un W estern Blot. 

io L'isoelectrofocalisation en gel d'agarose permet de separer les 

molecules en fonction de leur point isoelectrique (pi) dans des conditions 

non denaturantes, ce qui nous permet d'etudier les heterocomplexes 

sans detruire les liaisons faibles existant au sein de ces complexes. 

L'isoelectrofocalisation est suivie d'une revelation par Western 

15 blot. Apres separation electrophoretique, les molecules sont transferees 

sur une membrane de nitrocellulose par capillarite. Ces molecules sont 

ensuite caracterisees par immunochimie. 

3. Mesure du oourcentaae des molecules d'antige ne d'interet liee 
a la molecule proteiaue porteuse par une liaison covalente (Premier 

20 precede). 

L'estimation du pourcentage des molecules d'antigene d'interet 
liees aux molecules proteiques porteuses par une liaison covalente dans 
un produit immunogene est effectuee par exemple par tamisage 
moleculaire sur une colonne contenant du Superdex 200, dans des 
25 conditions denaturantes (uree 8 M) et reductrices (beta-mercaptoethanol 
5%). 

Le % de molecules d'antigene d'interet liees par une liaison 
covalente est deduit de la quantite d'antigene d'interet (determinee par 
un ELISA indirect classique) presente dans le volume d'exclusion de la 
30 colonne. En effet, la molecule proteique porteuse, telle le KLH, ayant un 
masse moleculaire plus important que la limite superieure de 
fractionnement de la colonne utilisee (200 kDa dans notre cas), sort dans 
le volume d'exclusion de cette colonne. Ainsi, dans des conditions 
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denaturantes et reductrices, seuls les antigenes d'interet lies de maniere 
covalente a la molecule proteique porteuse sortent dans le volume 
d'exclusion. 

5 4. Mesure du pourcentaae des molecules d'antiaene d'interet liees a la 
molecule porteuse par une liaison covalente (Second precede). 

Le pourcentage de cytokine fixee sur la proteine porteuse (KLH) a 
ete determine par un ELISA double sandwich, a I'aide d'un anticorps de 
capture dirige specifiquement contre la proteine porteuse. 

10 

100 pi d'anticorps polyclonaux de chevaux diriges contre le KLH 
(1 mg/ml) dilues dans un tampon phosphate 10 mM pH 7,3 NaCI 150 mM 
(PBS) sont fixes dans des puits d'une plaque de microtitration (high- 
binding; Costar) pendant 2 heures a 37°C. Apres 3 lavages dans du 

15 PBS/0.1% Tween 20 (PBST), les puits sont satures avec du PBS 
contenant 2 % de SVF. 

Apres 1h30 de saturation, les puits sont laves 3 fois avec du 
PBST, puis des dilutions de 2 en 2 d'heterocompiexe (10, 5, 2.5, 1.25, 
0.625, 0.312 et 0.156 jL/g/ml), realisees en doublon, sont ajoutees dans 

20 les puits (100 pl/puits). 

Apres 2 heures d'incubation, les puits sont laves 3 fois avec le 
PBST. Le tween, agent dissociant, present dans le tampon de lavage, 
permet d'eliminer toutes molecules non fix6es de maniere covalente sur 
le KLH qui lui est fixe specifiquement sur I'anticorps de capture. 

25 Ensuite les deux dilutions d'heterocompiexe sont traitees de 2 

facons differentes 

a) la premiere serie est incubee avec un anticorps dirige contre le 

KLH 

b) la deuxieme serie est incubee avec un anticorps dirige contre 
30 la cytokine. 
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Apr6s 1h30 d'incubation & 37 °C, les puits sont laves comme 
prec£demment puis incu.b6s avec un anticorps secondaire couple & la 
peroxydase , dirige centre I'espece d'origine du premier anticorps. Apr£s 
1h30 d'incubation a 37 °C, les puits sont a nouveau laves. Ensuite 
5 I'addition du substrat de la peroxydase, 0-Phenyl6neDiamine, (OPD), 
permet de r£v6ler la presence du KLH fixe par I'anticorps de capture et 
des cytokines fixees de mantere covalente sur le KLH. 

La quantity de KLH fixe par I'anticorps de capture puis la quantity 
de molecules de cytokine fix6e sur le KLH de maniere covalente sont 
10 calculees a Taide de courbes d'etalonnage faites par ELISA. 

Le pourcentage de cytokine fixee de maniere covalente au KLH 
est alors determine. 

Exemple 12 : Caracterisation biochimique de rheterocomplexe KLH- 
15 VEGF murin 

1 .L'antigenicite 

L'heterocomplexe KLH-VEGF murin presente une antigenicity 
identique a Tantigenicite du VEGF murin. 

2. Ispyiectrofocalisation en gel d'agarose suivie d'un Western 



La figure 1 montre que I'hytyrocomplexe KLH-VEGF murin migre 
sous la forme d'une seule bande & un pi different des molecules natives 
le constituant. 

Exemple 13 : Caracterisation biochimique de rheterocomplexe KLH- 
25 VEGF humain 

1 . Antigenicity : 

Uheterocomplexe KLH-VEGF humain presente une antigenicity 
identique & rantig£nicite du VEGF humain. 

2. Isoelectrofocalisation suivie d'un Western Blot. 

30 La figure 2 montre que rheterocomplexe KLH-VEGF humain migre 

sous la forme d'une seule bande & un pi different des molecules natives 



20 



Blot. 
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le constituant. L'echantillon de VEGF humain a §te d6pos6 a trois 
endroits differents afin de montrer qu'il migre toujours au meme endroit. 

Exemple 14 : Caracterisation biochimiaue de I'heterocomplexe KLH- 
IL4murin 

1 . Antigenicity 

L'heterocomplexe KLH-IL4 murin presente une antigenicity 
identique & Pantigenicite de PIL4 murin. 

Exemple 15 : Caracterisation biochimiaue de l'heterocomplexe KLH- 
IL4 humain 

1 . Antigenicity 

Le complexe KLH-IL4 humain presente une antigenicity ygale a 
15 ('antigenicity de la proteine IL4 humain. 

2. lso6lectrofocalisation suivie d'un Western Blot. 
La figure 3 montre que Phyterocomplexe KLH-IL4 humain migre 

sous ia forme d ? une seule bande a un pi different des molecules natives 
le constituant. 

Exemple 16 : Caracterisation biochimiaue de rheterocompiexe KLH- 
IFNa 

1. Antiq6nicit6 

25 Le complexe KLH-lFNa humain presente une antigenicity 

identique a Pantigenicite de PIFNa humain. 

2. Estimation du porcentaqe des molecules d'antiqdne d'interet 
liees a la molecule proteique porteuse par une liaison covalente . 

30 

La preparation KLH-lFNa a et6 pass6e sur une colonne superdex 
S200 selon les conditions decrites plus haul Le pic sorti dans le volume 
d'exclusion a ete collecte, dialyse puis lyophilise. La concentration en 
antigene d'interet a ete determin6e par la technique d'ELISA indirecte. La 
35 quantity d'IFNa retrouvee dans le volume exclu est de 30 pg alors que 
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1000 ug d'lFN ont ete utilises pour preparer le produit immunogene, sans 
perte mesurable d'antigene durant le procede de preparation. Le 
pourcentage de molecules d'antigene d'interet liees a la molecule KLH 
par une liaison covalente dans le produit immunogene comprenant des 
5 heterocomplexes KLH-IFNa peut done etre estime a environ 3 % 

Exemole 17 : Caracterisation biochimiaue de I'heterocomplexe 
qp160-IFNa 

1 . Antigenicity 

io Le complexe gp160-IFNa humain presente une antigenicite 

identique a I'antigenicite de la proteine gp160 ainsi qu'a celle de I'IFNa 
humain. 

2. Isoelectrofocalisation suivie d'un Western Blot . 

15 La figure 4 montre que I'heterocomplexe gp160-IFNahumain 

migre sous la forme d'une seule bande a un pi qui est tres different du pi 
de la proteine gp160 recombinante le constituant. Le pi de cet 
heterocomplexe est legerement inferieur a celui de I'IFNa. 

20 Exemple 18 : Caracterisation biochimiaue de I'heterocomplexe 
gp1 60-Tat toxoide 

1 . Antigenicite 

Le complexe gp1 60-Tat Toxoid presente une antigenicite 
identique a I'antigenicite de la proteine gp160 et a celle de la 
25 proteine Tat. 

Exemple 19 : Caracterisation biochimiaue de I'heterocomplexe 
ao1 60-Tat GM 

1 -Antigenicite 

30 Le complexe gp1 60-Tat GM presente une antigenicite identique a 

I'antigenicite de la proteine gp160 et a celle de la proteine Tat. 

Exemple 20 : Caracterisation biochimiaue de I'heterocomplexe KLH- 
IL4murin 

35 1 . Antigenicite 
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L'hyterocomplexe KLH-IL4 muriri presente une antigenicity 
identique a I'antigenicite de l'IL4 murin. 

2. Estimation du % de molecules d'antigenes d'interets fixees de 
5 maniere covalente a la molecule proteique porteuse. 

11 % de molecules d'IL4 murin sont fixees de maniere 
covalente au KLH. 

Exemple 21 : Caracterisation biochimiaue de i'heter ocompiexe KLH- 
10 IFNa 

1. Antigenicity 

Le complexe KLH-IFNa humain presente une antigenicity 
identique a I'antigenicite de I'IFNa humain. 

15 2. Estimation du % de molecules d'antigenes d'interets fixees de 

maniere covalente a la molecule proteique porteuse. 
8 % de molecules d'IFNa humain sont fixees de maniere 
covalente au KLH. 

20 

Exemple 22 : Caracterisation biochimiaue de I'hetroc omplexe 
peptide Tat-hlaE 

1. Antigenicity 

25 Le complexe peptide TaHlgE presente une antigenicite 

comparable a celle de I'lgE humaine. 

Exemple 23 : Caracterisation biochimiaue de I'heterocomplexe KLH- 
Ricine-B 

30 

1. Antigenicity 

Le complexe KLH-Ricine-B presente une antigynicity comparable 
a celle du fragment B de la Ricine. 
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2. Isoelectrofocalisation suivie d'un Western Blot 

Le complexe migre sous la forme d'une bande unique et la presence du 

fragment p est mise en evidence par Western Blot. 

5 Exempjes d'activite immunoqeniaue des heterocomplexes 

Exemple 24 : Activite immunoqeniaue de I'heterocomplexe KLH- 
VEGF murin 

10 A. Materiel et methodes 

L'activite immunogenique (humorale) de la preparation KLH-VEGF 
murin par rapport a celle du VEGF murin a ete etudiee chez la souris 
balbcde 18-20 g. 

15 1 -immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 8 souris recoit une injection de 
0.1 ml (10 ug) d'une emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une 
injection de rappel de 5 ug en AIF est donnee a J60. 

Un prelevement sanguin au niveau retro-orbital est effectue sur 
20 chaque souris avant la premiere injection a j-2 

3 souris contrdles regoivent les memes preparations sans 
immunogene. 

Les souris sont sacrifices 12 jours apres la derniere immunisation. 
2-tox/c/fe 

La toxicite anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (50 ug) selon la pharmacop§e. 

L'absence d'immunotoxicite de I'heterocomplexe est evalu6e in 
vitro par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBMCs 
cultivees en presence du complexe et stimulees par du PPD ou du 
Tetanos toxoTde. 

B. Resultats : 

35 1 . Absence de toxicite de I'heterocomplexe in vivo et in vitro 
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Les souris immunises aussi bien par la preparation de KLH- 
VEGF murin que par le VEGF murin uniquement ne presentent aucun 
signe clinique et aucune l6sion anatomique. Le test 
^immunosuppression montre que des doses de 100 ng/ml a 1 ug/ml de 

5 KLH-VEGF murin ne diminuent pas la proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 50 ug de 
Pheterocomplexe ne manifesto de signes de toxicite (temperature, 
troubles cutanes, manifestations systemiques ou regionales) pendant les 
7 jours suivant Pinjection. 

10 2-Reponse hu morale 

La reponse humorale est mesuree par la presence dans le serum 
d'anticorps de type IgG diriges contre le VEGF murin, determinee par 
ELISA et exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite 
optique superieure a 0.3). La figure 5 represente les titres en anticorps 

15 obtenus. 

Les souris immunisees avec la preparation KLH-VEGF murin 
presentent des titres d'anticorps de type IgG plus importants que ceux 
des souris immunisees avec le VEGF murin uniquement. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree a Paide du 

20 test d'activite biologique du VEGF, facteur de croissance selectif des 
cellules endotheliales. Des cellules endotheliales (HUVECs) sont 
cultivees dans des puits a fond plat d'une plaque de microculture a 
raison de 3000 cellules par puits. Les serums de chaque groupe de 
souris ont ete regroupes. Differentes dilutions de ces pools de serums 

25 (1/100 - 1/800) preleves a J-2 et J72 ont ete pre-incubees pendant 2 
heures avec 20 ng/ml de VEGF murin puis deposees sur ces cellules 
endotheliales. La culture cellulaire s'est poursuivie a 37 °C en 
atmosphere humide chargee a 5 % de C02 pendant 3 jours. 18 heures 
avant la fin de Pincubation, 0.5 uCi de thymidine tritiee/puits sont ajoutes. 

30 Les serums neutralisants empechent le VEGF murin d'induire la 
proliferation des cellules endotheliales, alors que les serums non 
neutralisants permettent la proliferation de ces cellules. Les resultats 
sont donnes en pourcentage de neutralisation. La figure 6 presente les 
resultats obtenus. 
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Les anticorps induits par le complexe ont un pouvoir neutralisant 
plus important que celui indiiit par le VEGF murin. 

Exemple 25 : Activite immunoaeniaue de I'heterocomplexe KLH- 
5 VEGF humain 

A. Materiel et methodes 

L'activite immunogenique (humorale) de la preparation KLH- 
VEGF humain par rapport a celle du VEGF humain a et6 6tudiee chez la 
io souris balb c de 18-20 g. 

1 - immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 8 souris revolt une injection de 
0.1 ml (10 |jg) d'une Emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une 
15 injection de rappel de 5 pg en AIF est donnee a J60. 

Un pr6levement sanguin au niveau retro-orbital est effectue sur 
chaque souris avant la premiere injection a j-2 

3 souris controies re5oivent les memes preparations sans 
immunogene. 

20 Les souris sent sacrifices 12 jours apres la derniere immunisation. 

2- toxicite 

La toxicite anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (50 pg) selon la pharmacopee. 

Uabsence d'immunotoxicite de rhet§rocomplexe est §valuee in 
25 vitro par un test de proliferation cellulaires realise sur des PBMCs 
cultiv6es en presence du complexe et stimul6es par du PPD ou du 
Tetanos toxoTde. 

B. Resultats : 

30 

1 -Absence de toxicite de I'heterocomplexe in vivo et in vitro 

Les souris immunises aussi bien par la preparation de KLH- 
VEGF humain que par le VEGF humain uniquement ne pr6sentent aucun 
35 signe clinique et aucune l6sion anatomique. Le test 
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^immunosuppression montre que des doses de 100 ng/ml a 1 pg/ml de 
KLH-VEGF humain ne diminuent pas la proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 50 |jg de 
l'h6t6rocomplexe ne manifeste de signes de toxicite (temperature, 
5 troubles cutanes, manifestations systemiques ou r6giona!es) pendant les 
7 jours suivant I'injection. 

2-Reponse humorale 

La r§ponse humorale est mesuree par la presence dans le s6rum 
d'anticorps de type IgG dirigSs contre le VEGF humain, determinee par 
10 ELISA et exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite 
optique sup6rieure a 0.3). La figure 7 represente les titres en anticorps 
obtenus. 

Les souris immunisees avec la preparation KLH-VEGF humain 
presentent des titres d'anticorps de type IgG plus importants que ceux 

15 des souris immunisees avec le VEGF humain uniquement. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree a Taide du 
test d'activite biologique du VEGF, facteur de croissance selectif des 
cellules endotheliales. Des cellules endothelials (HUVECs) sont 
cultivees dans des puits & fond plat d'une plaque de microculture a 

20 raison de 3000 cellules par puits. Les serums de chaque groupe de 
souris ont ete regroupes. Differentes dilutions de ces pools de serums 
(1/100 - 1/800) preleves £ J-2 et J72 sont pre-incubees pendant 2 
heures avec 20 ng/ml de VEGF humain puis deposees sur ces cellules 
endotheliales. La culture cellulaire est poursuivie a 37 °C en atmosphere 

25 humide chargee a 5 % de C02 pendant 3 jours. 18 heures avant la fin de 
Tincubation, 0.5 jjCi de thymidine tritiee/puits sont ajoutes. Les s6rums 
neutralisants empechent le VEGF humain d'induire la proliferation des 
cellules endotheliales, alors que les serums non neutralisants permettent 
la proliferation de ces cellules. Les resultats sont donn6s en pourcentage 

30 de neutralisation. La figure 8 presente les resultats obtenus. 

Les anticorps induits par le complexe ont un pouvoir neutralisant 
plus important que celui induit par le VEGF humain. 

Exemple 26 : Activite immunoqeniaue de Theterocomplexe KLH-IL4 
35 murin 
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A. Materiel et methodes 

■ L'activite immunog6nique (humorale) de la preparation KLH-IL4 
murin par rapport a celle de IML4 murin a ete etudiee chez la souris balb 
cde 18-20 g. 

5 

1 - immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 8 souris regoit une injection de 
0.1 ml (10 ug) d'une emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une 
injection de rappel de 5 ug en AIF est donnee a J60. 
10 Un prelevement sanguin au niveau retro-orbital est effectue sur 

chaque souris avant la premiere injection a j-2 a J72 

3 souris contrdles recoivent les memes preparations sans 
immunogene. 

14 jours apr§s la derniere immunisation, les souris contr6les et les 
15 souris immunisees avec le KLH-IL4 murin sont challengees avec du 
pollen de bouleau en presence d'alun (100 ug/souris) en sous-cutanee a 
J74, J95 et J109. Des prelevements sanguins sont effectues 
regulierement pour suivre Tapparition des anticorps de classe G et E 
diriges contre le Bet v 1 , allergene majeur du pollen de bouleau. 

20 

2- toxicit6 

La toxicite anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (50 ug) selon la pharmacopee. 

L'absence d'immunotoxicite de I'heterocomplexe est evaluee in 
25 vitro par un test de proliferation celiulaire realise sur des PBMCs 
cultivees en presence du complexe et stimulees par du PPD ou du 
Tetanos toxo'fde. 

B. Resultats : 

30 

1. Absence de toxicity de I'heterocomplexe in vivo et in vitro 
Les souris immunisees aussi bien par la preparation de KLH- 
IL4 murin que par NL4 murin uniquement ne presentent aucun signe 
clinique et aucune lesion anatomique. Le test d'immunosuppression 
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montre que des doses de 100 ng/ml a 1 ug/ml de KLH-IL4 murin ne 
diminuent pas la proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 50 ug de 
I'heterocomplexe ne manifeste de signes de toxicite (temperature, 
5 troubles cutanes, manifestations systemiques ou regionales) pendant les 
7 jours suivant I'injection. 

2-Repohse humorale 

io La reponse humorale est mesuree par la presence dans le serum 

d'anticorps de type IgG diriges contre l'IL4 murin, determinee par ELISA 
et exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite optique 
superieure a 0.3). La figure 9 represente les titres en anticorps obtenus. 
Les souris immunisees avec la preparation KLH-IL4 murin 

15 presentent des titres d'anticorps de type IgG plus importants que ceux 
des souris immunisees avec le IL4 murin uniquement. 

L'activite neutralisante de ces anticorps presents chez les souris 
immunisees avec la preparation KLH-IL4 murin a ete mesuree a I'aide du 
test d'activite biologique de l'IL4 murin. Ce test utilise les cellules HT-2, 

20 lignees cellulaires murines dont la croissance est 114 murine -dependante 
(Watson, J. 1979. J. Exp. Med. 150:1510.). Des cellules HT-2 sont 
cultivees dans des puits a fond rond d'une plaque de microculture a 
raison de 10 000 cellules par puits. Des serums dilues au 1/50 preleves a 
J-2 et J72 sont pre-incubes pendant 2 heures avec 50 ng/ml d'H4 murin 

25 puis deposes sur les cellules HT-2 . La culture cellulaire est poursuivie a 
37 °C en atmosphere humide chargee a 5 % de C02 pendant 3 jours. 4 
heures avant la fin de I'incubation, 0.5 uCi de. thymidine tritiee/puits sont 
ajoutes. Les serums neutralisants emp§chent l'IL4 murin d'induire la 
proliferation des cellules HT-2, alors que les serums non neutralisants 

30 permettent la proliferation de ces cellules. Les resultats sont donnes en 
pourcentage de neutralisation. La figure 10 presente les resultats 
obtenus. 

Les anticorps induits par le complexe sont neutralisants. 
De plus, ces anticorps neutralisants diriges contre PII4 murin 
35 empechent la production, par ces souris, d'anticorps de type IgE diriges 



WO 2004/024189 




PCT/FR2003/002733 



contre le Bet v 1 , lorsque ces dernieres sont challengees avec du pollen 
de bouleau. La figure 11 montre bien que les souris immunisees avec du 
KLH-IL4murin possedant des IgG neutralisants diriges contre NL4 murin 
bloquent la production d'lgE diriges contre le Bet v 1 et commencent a 
5 produire des anticorps de type IgG dirig6s contre le Bet v 1. Par contre, 
les souris qui n'ont pas regu de KLH-IL4 murin, et qui n'ont done pas 
d'anticorps de type IgG dirig6s contre TIL4, produisent uniquement des 
anticorps de type IgE diriges contre le Bet v 1 . 

10 Exemple 27 : Activite immunoqenique de rheterocomplexe KLH-1L4 
humain 

A. Materiel et methodes 

L'activite immunogenique (humorale) de la preparation KLH-IL4 
15 humain par rapport a celle de TIL4 humain a 6te etudiee chez la souris 
balbcde 18-20 g. 

1 -immunisa tion 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris regoit une injection de 
0.1 ml (10 jjq) d'une emulsion en AIF par voie intramusculaire: Une 
20 injection de rappe! de 5 jjg en AIF est donnee a J60. 

Un pr6levement sanguin au niveau retro-orbital est effectue sur 
chaque souris avant la premiere injection & j-2 

3 souris controles regoivent les memes preparations sans 
immunog^ne. 

25 Les souris sont sacrifices 12 jours apres la derniere immunisation. 

2-toxicite 

La toxicite anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (50 pg) selon la pharmacop6e. 
30 Uabsence d'immunotoxicite de rheterocomplexe est 6valuee in 

vitro par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBMCs 
cultiv6es en presence du complexe et stimul6es par du PPD ou du 
Tetanos toxoTde. 

35 B. Resultats : 
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1 -Absence de toxicite de I'heterocomplexe in vivo et in vitro 
Les souris immunisees aussi bien par la preparation de KLH- 
IL4 humain que par PIL4 humain uniquement ne pr6sentent aucun signe 
clinique et aucune lesion anatomique. Le test d'immunosuppression 
5 montre que des doses de 100 ng/ml a 1 |jg/ml de KLH-IL4 humain ne 
diminuent pas ia proliferation des lymphocytes. 



Aucune des 3 souris immunis6es avec 50 pg de 



rh6terocomplexe ne manifeste de signes de toxicite (temperature, 
troubles cutan6s, manifestations systemiques ou regionales) pendant les 
10 7 jours suivant Pinjection. 



La reponse humorale est mesuree par la presence dans le s6rum 
15 d'anticorps de type IgG diriges contre IML4 humain, determinee par 
ELISA et exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite 
optique sup6rieure a 0.3). 



j-2 j72 
souris controles : 

souris controle 1 <500" 1 <500" 1 
souris controle 2 <500- 1 <500- 1 
25 souris contrdle 3 <500- 1 ^OO" 1 

souris immunisees avec l'IL4 humain : 
souris 4 <500~1 32 000-1 
souris 5 <500" 1 48 000- 1 
30 souris 6 <500- 1 16 000" 1 

souris immunisees avec le complexe KLH-IL4 humain : 
souris 7 <500" 1 256 000" 1 
souris 8 <500-1 128 000- 1 
souris 9 <500" 1 128 000~ 1 



2-Reponse humorale 



Tableau 1 - 



20 



Titre 
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Les souris immunisees avec la preparation KLH-IL4 humain 
presenters des titres cPanticorps de type IgG plus importants que ceux 
des souris immunisees avec le IL4 humain uniquement. 

L'activite neutralisante de ces anticorps induits par la preparation 
5 KLH-IL4 humain a §te mesur6e a I'aide du test d'activite biologique de 
l'IL4 humain. Ce test utilise les cellules TF-1, lignee cellulaire humaine 
dont la croissance est IL4 humaine-d6pendante (Kitamura, T. et al., 
1989.. J. Cell Physiol. 140:323-34). Des cellules TF-1 sont cultiv6es dans 
des puits a fond rond d'une plaque de microculture a raison de 10 000 

10 cellules par puits. Des serums dilues au 1/50 pr6lev6s a J-2 et J72 pr6- 
incubes pendant 2 heures avec 50 ng/ml d'IL4 humain sont ensuite 
deposes sur les cellules TF-1 . La culture cellulaire est poursuivie a 37 
°C en atmosphere humide chargee a 5 % de C02 pendant 3 jours. 4 
heures avant la fin de I'incubation, 0.5 pCi de thymidine tritiee/puits sont 

15 ajoutes. Les serums neutralisants emp§chent TIL4 humain d'induire la 
proliferation des cellules TF-1, alors que les serums non neutralisants 
permettent la proliferation de ces cellules. Les resultats sont donnes en 
pourcentage de neutralisation. La figure 12 presente les resultats 
obtenus. 

20 Les anticorps induits par le complexe sont neutralisants. 

Exemple 28 : Activite immunoqenique de rheterocomplexe KLH- 
IFNa 

25 A. Materiel et methodes 

L'activite immunog6nique (humorale) de la preparation KLH-IFNa 
humain par rapport a celle de TIFNa humaine a ete §tudiee chez la 
souris balb c de 18-20 g. 

30 1 -immunisa tion 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris regoit une injection de 
0.1 ml (10 pg) d'une emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une 
injection de rappel de 5 pg en AIF est donn6e 3 J60. 
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Un prelevement sanguin au niveau r§tro-orbital est effectue sur 
chaque souris avant la premiere injection & j-2 

3 souris controles regoivent les memes preparations sans 
immunogene. 

5 Les souris sont sacrifices 12 jours aprCs la derniere immunisation. 

2-toxicite 

La toxicity anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (100 pg) selon la pharmacopSe. 
io L'absence d'immunotoxicite de rheterocomplexe est evaluCe in 

vitro par un test de proliferation cellulaire realist sur des PBMCs 
cultivees en presence du complexe et stimulees par du PPD ou du 
Tetanos toxoTde. 

15 B. Resultats : 

1 - Absence de toxicite de rheterocomplexe in vivo et In vitro 

Les souris immunisees aussi bien par la preparation de KLH- 
IFNa humain que par IMFNa humain uniquement ne presentent aucun 
20 signe clinique et aucune lesion anatomique. Le test 
d'immunosuppression montre que des doses de 100 ng/ml a 1 pg/ml de 
KLH-IFNa humain ne diminuent pas la proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 100 pg de 
rheterocomplexe ne manifeste de signes de toxicite (temperature, 
25 troubles cutanes, manifestations systemiques ou regionales) pendant les 
7 jours suivant Tinjection. 

2- R6ponse humorale 

30 La r6ponse humorale est mesur6e par la presence dans le serum 

d'anticorps de type IgG dirig6s contre TIFNa humain, determine par 
ELISA et exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite 
optique superieure a 0.3). Le tableau 2 represente les titres en anticorps 
obtenus. 

35 



i 
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TABLEAU 2 

Titre 
j-2 j72 

souris controles : 
5 souris controle 1 <500" 1 <500" 1 

souris controle 2 <500- 1 <500~ 1 

souris controle 3 <500~ 1 < 500- 1 

souris immunises avec I'lFNa : 

souris 4 <50CH 96 000" 1 
10 souris 5 <500" 1 128 000" 1 

souris 6 <500~ 1 96 000- 1 

souris immunis6es avec le complexe KLH-IFNa : 
souris 7 <500~ 1 96 000" 1 

souris 8 <500" 1 96 OOO' 1 
15 souris 9 <500" 1 128 000" 1 

Les souris immunises avec la preparation KLH-IFNa hunnain 
pr6sentent des titres d'anticorps de type IgG equivalents a ceux des 
souris immunisees avec I'lFNa humain unjquement. 

20 L'activite neutralisante de ces anticorps a et6 mesuree £ Taide du 

test d'activite biologique de NFNa humain. (Rubinstein S, J Virol, 
1981,755-8). Ce test de mesure d'effet antiviral a pour but d'evaluer 
Tinhibition de la lyse de cellules MDBK par le VSV (Vesicular Stomatitis 
virus) en presence d'IFN . Des cellules MDBK sont cultivees dans des 

25 puits a fond rond d'une plaque de microculture a raison de 350 000 
cellules par puits. Differentes dilutions de serums (1/100 au 1/800) 
preleves a J-2 et J72 sont pr6-incubees pendant 2 heures avec 5 ng/ml 
d'IFNa humain puis dSposees sur les cellules MDBK . Apres 20 heures 
de culture cellulaire realisee ^ 37°C en atmosphere humide chargee ^ 5 

30 % de C02, les serums dilues presents dans les puits sont enleves, les 
cellules lavees, puis 100 pi contenant 100 DL50 (dose lethale 50 %) de 
virus VSV sont ajoutes. 18 heures apres Taddition du virus, Teffet lytique 
du virus est mesur§. Les s§rums neutralisants permettent au VSV de 
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lyser les cellules, alors que les scrums non neutralisants empechent 
cette lyse. Les r§sultats sont donnes en pourcentage de neutralisation. 

TABLEAU 3 

5 souris immunis$es avec I'lFNa : 

1/100 1/200 1/400 1/800 



souris 4 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


75 


65 


50 


souris 5 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


67 


60 


55 


souris 6 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


72 


65 


60 



souris immunisSes avec le conjugu§ KLH-IFNa : 

1/100 1/2001/400 1/800 



souris 7 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


100 


100 


100 


souris 8 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


100 


100 


100 


souris 9 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


100 


100 


100 



Les anticorps induits par le complexe ont un pouvoir neutralisant 
plus important que celui induit par I'lFNa humain. Les resultats sont 
donnes en % de neutralisation. 

25 Exemple 29 : Activite immunoqenique de Pheterocomplexe qp160- 
IFNa 

A. Materiel et methodes 

Uactivite immunog§nique (humorale) de la pr§paration gp160- 
30 IFNa humain par rapport a celle de TIFNa humaine a 6t6 6tudiee chez la 
souris balb c de 18-20 g. 
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1 - immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris regoit une injection de 
0.1 ml (10 (jg) d'une Emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une 
injection de rappel de 5 pg en AIF est donnee a J60. 
5 Un pretevement sanguin au niveau retro-orbital est effectue sur 

chaque souris avant la premiere injection & j-2 

3 souris controles regoivent les memes preparations sans 
immunogene. 

Les souris sont sacrifices 12 jours apres la derniere immunisation. 

10 

2- fox/c/fe 

La toxicite anormale est recherch§e chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (10Q pg) selon la pharmacopee. 

L'absence d'immunotoxicite de Pheterocomplexe est evalu6e in 
15 vitro par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBMCs 
cultivees en presence du complexe et stimulees par du PPD ou du 
T6tanos toxo'fde. 

B. Resultats : 

20 

1 -Absence de toxicite de Theterocomplexe in vivo et in vitro 

Les souris immunises aussi bien par la preparation de gp160- 
IFN humain que par NFNa humain uniquement ne pr6sentent aucun 
signe clinique et aucune lesion anatomique. Le test 
25 d'immunosuppression montre que des doses de 100 ng/ml & 1 pg/ml de 
gp160-IFNoc humain ne diminuent pas la proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 100 pg de 
rheterocomplexe ne manifeste de signes de toxicite (temperature, 
troubles cutanes, manifestations systemiques ou regionales) pendant les 
30 7 jours suivant Pinjection. 



2-R6ponse humorale 

La r6ponse humorale est mesuree par la presence dans le serum 
d'anticorps de type IgG diriges contre I'lFN humain, d§terminee par 
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10 



ELISA et exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite 
optique superieure a 0.3). 

TABLEAU 4 

Titre 

j-2 j72 

souris contrdles : 

souris contrdle 1 <500" 1 <500" 1 
souris controle 2 <500" 1 <500" 1 
souris contr6le 3 <500" 1 <500- 1 



souris immunisees avec I'lFNcc : 
souris 4 <500 _1 64 000 -1 

souris 5 <500" 1 96 000" 1 
souris 6 <500" 1 128 000" 1 
15 souris immunisees avec le complexe gp160-IFNcc : 

souris 7 <500" 1 96 000" 1 
souris 8 <500" 1 96 00(H 
souris 9 <500" 1 64 000" 1 

20 

Les souris immunis6es avec la preparation gp160-IFNoc humain 

presentent des titres d'anticorps de type IgG equivalents a ceux'des 

souris immunisees avec I'lFNa humain uniquement. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree a I'aide du 

25 test d'activite biologique de I'lFNa humain decrit dans i'exemple 

precedant. Les resultats sont donnees en % de neutralisation. 

TABLEAU 5 

souris immunisees avec I'lFNa : 



30 



35 





1/100 


1/200 


1/400 


1/800 


souris 4 j-2 


0 


0 


0 


0 


J72 


100 


80 


70 


53 


soUris 5 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


70 


65 


50 


souris 6 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


65 


60 


57 
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TABLEAU 5 (suite) 

souris immunises avec le conjugu§ gp160-IFNa : 

1/100 1/2001/400 1/800 



souris 7 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


100 


100 


100 


souris 8 j-2 


0 


. 0 


0 


0 


j72 


100 


100 


100 


100 


souris 9 j-2 


0 


0 


0 


0 


j72 


100 


100 


100 


100 



10 

Les anticorps induits par le complexe ont un pouvoir neutralisant 
plus Important que celui induit par NFNct humain. 

Exemple 30 : Activite immunog6nique de I'heterocomplexe gp160- 
15 Tat toxoide 

A. Materiel et m&thodes 

L'activite immunogenique (humorale et cellulaire) de la preparation 
gp160-Tat toxoide par rapport a celle du Tat toxoide a ete 6tudiee chez 
20 la souris balb c de 18-20 g. 

1 -immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris regoit une injection de 
0.1 ml (10 pg) d'une Emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une 
25 injection de rappel de 5 |jg en AIF est donnee a J60. 

Un prelevement sanguin au niveau retro-orbital est effectu6 sur 
chaque souris avant la premiere injection a j-2 

3 souris controles regoivent les memes preparations sans 
immunogene. 

30 Les souris sont sacrifices 12 jours apres la derni&re immunisation. 

2-toxicite 

La toxicite anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (100 pg) selon la pharmacopee. 
35 L'absence d'immunotoxicite de rhet6rocomplexe est evaluee in 

vitro par un test de proliferation cellulaire realist sur des PBMCs 
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cultiv6es en presence du complexe et stimulees par du PPD ou du 
Tetanos toxoide. 

B. Res u I tats : 

5 

1 - Absence de toxicite de rh6terocomplexe in vivo et in vitro 

Les souris immunises aussi bien par la preparation de gp160- 
Tat toxoide que par le Tat toxoide uniquement ne presentent aucun signe 
10 clinique et aucune lesion anatomique. Le test d'immunosuppression 
montre que des doses de 100 ng/ml a 1 pg/rhl de gp160-Tat toxoide ne 
diminuent pas la proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 100 \tg de 
Pheterocomplexe ne manifeste de signes de toxicite (temperature, 
is troubles cutan6s, manifestations systemiques ou regionales) pendant les 
7 jours suivant I'injection. 

2- Reponse humorale 

20 La reponse humorale est mesuree par la presence dans le serum 

d'anticorps de type IgG diriges contre le Tat, d§terminee par ELISA et 
exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une density optique 
superieure & 0.3). Le tableau 1 represente les titres en anticorps 
obtenus. 



25 
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TABLEAU 6 

Titre 
j-2 J72 

souris centrales : 

5 souris controle 1 <50(H <500' 1 

souris controle 2 <500~ 1 <500 -1 
souris controle 3 <500- 1 < 500" 1 
souris immunisees avec le Tat toxo'fde : 

souris 4 <500- 1 48 000- 1 
10 souris 5 <500" 1 64 000" 1 

souris 6 <500~ 1 48 000' 1 
souris immunisees avec le conjuguG gp160-Tat 
toxo'fde : 

15 souris ? <500" 1 64 000"" 1 

souris 8 <500" 1 128 000- 1 
souris 9 <500~ 1 64 000" 1 

Les souris immunises avec la preparation de gp160-Tat toxoide 
20 pr6sentent des titres d'anticorps de type IgG anti-Tat plus importants que 
ceux des souris immunisees avec le Tat toxoTde uniquement. 

L'activit§ neutralisante de ces anticorps a 6te mesuree a I'aide du 
Cat assay. Differentes dilutions de s§rums (1/100- 1/800) pr6leves a J-2 
et J72 sont incubees pendant 2 heures avec 50 ng/ml de Tat natif. Ces 
25 dilutions sont ensuite d§pos6es sur des cellules HeLa, cellules 
transfect6es de maniere stable avec un plasmide contenant le LTR du 
VIH-1 comme promoteur du gene Chloramphenicol Acetyl transferase 
(CAT). Apres 24 heures de culture, les cellules sont lysees et la quantite 
de proline CAT produite est mesur6e par un test ELISA, le Cat assay, 
30 (Boehringer Mannheim). Les serums neutralisants empechent la proteine 
Tat d'induire Pexpression de la proteine CAT, alors que les s§rums non 
neutralisants permettent la synthese de cette proteine CAT.Les resultats 
sont donnees en % de neutralisation. 
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TABLEAU 7 



souris immunisees avec le Tat toxo'fde 



1/100 1/200 1/400 1/800 





souris 4 j-2 


0 


0 


0 


0 




j72 


60 


50 


25 


20 




souris 5 j-2 


0 


0 


0 


0 




J72 


60 


55 


30 


20 


10 


souris 6 j-2 


0 


0 


0 


0 




j72 


65 


50 


30 


30 




souris immunisSes 


avec le 


conjugu6 


gp160-Tat 




toxoTde : 














1/100 1/200 1/400 1/800 


15 


souris 7 j-2 


0 


0 




0 0 




j72 


100 


100 


100 100 




souris 8 j-2 


0 


0 




0 0 




j72 


100 


100 




100 100 




souris 9 j-2 


0 


0 




0 0 


20 


j72 


100 


100 




100 100 



Les anticorps induits par le conjugu§ gp160-Tat toxoTde ont 
un pouvoir neutralisant plus important que celui induit par le Tat toxoTde. 



25 2. Production de MIPIcc 



La production de MIP1a dans les surnageants de culture des 
splenocytes. Les splenocytes des souris immunises et des souris 
controles sont Isoldes puis cultivees dans des puits a fond rond d'une 

30 plaque de micro-culture & raison de 100 000 cellules/puits en presence 
de 5 pg/ml de p24, de gp160, de Tat natif et d'un melange de 5 pg/ml 
gp160 et de 5 pg/ml de Tat natif. Les surnageants sont preleves apres 
24 heures de culture et la presence de MIP1 dans les surnageants est 
mesuree £ Taide d'un test ELISA de R&D. Les resultats sont exprimes en 

35 pg/ml. 
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TABLEAU 8 

Gp160 Tatnati gp160 + Tat natif p24 

Souris contrdles: 

5 

Souris 1 j72 MIP1a 95 90 145 9 

Souris 2 j72 M!P1a 100 90 136 7 

io Souris 3 j72 MIP1a 120 110 132 9 

Souris immunisees parle Tat toxoide: 





Souris 4 


j72 


MIP1a 


145 


130 


190 


7 


15 


Souris 5 


j72 


MIP1a 


128 


145 


225 


9 




Souris 6 


J72 


MIP1a 


150 


230 


295 


10 



Souris immunis6es parle conjugue' gp160-Tat toxoide 



20 Souris 7 j72 MIP1a 875 736 1725 9 

Souris 8 j72 MIP1a 945 905 1900 7 

Souris 9 j72 MIP1a 1025 . 795 1755 8 

Les splenocytes des souris immunisees avec le conjugu§ gp160- 
25 Tat toxofde produisent plus de chimiokines MIP1a que les cellules des 
souris immunisees par le Tat toxoide uniquement lorsqu'elles sont 
activees, in vitro, par les immunogenes utilises lors de I'imrnunisation. 

4. Proliferation des splenocytes de souris immunisees (test 

30 CMI) 

Les splenocytes des souris immunisees et des souris controles 
sont isolees puis cultivees dans des puits a fond rond d'une plaque de 
micro-culture a raison de 100 000 cellules/puits en presence de p24, de 
35 gp160, de Tat natif et d'un melange de gp160 et de Tat natif. La culture 
cellulaire est poursuivie a 37 °C en atmosphere humide chargee a 5 % 
de C02 pendant 6 jours. 18 heures avant la fin de I'incubation, 0.5 gCi 
de thymidine tritiee/ puits sont ajoutes. L'intensite de la r§ponse 
immunitaire est proportionnelle a I'index de proliferation Ip. 
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lp = cpm (coups par minute) pour Pantigene donne / cpm controle 

TABLEAU 9 

5 

Gp160 Tatnatif gp160 + Tat natif p24 



Souris controles : 

Souris 1 j72 1,1 1,1 1 1,2 

Souris 2 j72 1 1,1 1,1 1,1 

10 Souris 3 j72 1,2 1 1 1,1 

Souris immunisees avec le Tat toxo'fde 
Souris 4 j72 1,2 8 10 1,1 

Souris 5 j72 1 9 9 1,2 

Souris 6 j72 1 10 9 1,2 

is Souris immunisees avec le conjugue gp160-Tat toxo'fde : 

Souris 7 j72 9 11 .8 1 . 

Souris 8 j72 10 9 7,5 1 

Souris 9 j72 10,5 9 8 1 



20 Les splenocytes des souris immunisees avec le conjugue gp160- 

Tat toxoide ou le Tat toxoTde, proliferent, lorsqu'elles sont activ6es, in 
vitro, avec les immunog£nes utilises lors de ['immunisation. 

Exemple 31 : Activite immunogenique de rheterocomplexe qp160- 
25 Tat GM 

A. Materiel et methodes 

Uactivite immunogenique (humorale et cellulaire) de la preparation 
gp160-Tat GM par rapport a celle du Tat toxoide a 6te 6tudiee chez la 
30 souris balb c de 18-20 g. 

1 -immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris re^oit une injection de 
0.1 ml (10 pg) d f une emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une 
35 injection de rappel de 5 pg en AIF est donnee & J60. 
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Un pr§l6vement sanguin au niveau retro-orbital est effectu§ sur 
chaque souris avant la premiere injection a j-2 

3 souris controles regoivent les memes preparations sans 
immunogene. 

5 Les souris sont sacrifices 12 jours apres la derniere immunisation. 

2-toxicite 

La toxicite anormale est recherch§e chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (100 pg) selon la pharmacop6e. 
10 Uabsence d'immunotoxicite de rh6terocomplexe est 6valuee in 

vitro par un test de proliferation cellulaire realist sur des PBMCs 
cultivees en presence du complexe et stimulees par du PPD ou du 
Tetanos toxoTde. 

is B. Resultats : 

1 -Absence de toxicite de Theterocomplexe in vivo et in vitro 

Les souris immunisees aussi bien par la preparation de gp160- 
20 Tat GM que par le Tat toxoide uniquement ne presentent aucun signe 
clinique et aucune l6sion anatomique. Le test d'immunosuppression 
montre que des doses de 100 ng/ml a 1 pg/ml de gp160-Tat toxoide ne 
diminuent pas la proliferation des lymphocytes. 

25 Aucune des 3 souris immunisees avec 100 pg de 

Pheterocomplexe ne manifeste de signes de toxicite (temperature, 
troubles cutan6s, manifestations systemiques ou r6gionales) pendant les 
7 jours suivant Tinjection. 

30 2-R6ponse humorale 

La reponse humorale est mesuree par la presence dans le serum 
d'anticorps de type IgG dirig6s contre le Tat, determinee par ELISA et 
exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite optique 
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sup^rieure a 0.3). Le tableau 1 represente les titres en anticorps 
obtenus. 

TABLEAU 10 

Titre 

5 souris contrdles : j-2 j72 

souris controle 1 <500" 1 <500-1 
souris controle 2 <50CH <500" 1 
souris controle 3 <50(H ^OO -1 

10 souris immunisees avec le Tat GM : 

souris 4 <500-1 64 000-1 

souris 5 <50(H 64 000~1 

souris 6 <500-1 48 000*1 

souris immunis&es avec le conjugue gp160-Tat GM : 
15 souris 7 <500-1 128 000-1 

souris 8 <500"1 128 000-1 

souris 9 <500"1 64 000-1 

Les souris immunises avec la preparation de gp160-Tat GM 
20 pr6sentent des titres d'anticorps de type IgG anti-Tat plus importants que 
ceux des souris immunis6es avec le Tat GM uniquement 

Exemple 32 : Activite immunoq6nique de f'heterocomplexe KLH- 
TNFa murin 



25 



30 



Materiel et methodes 

L'activit§ immunogenique (humorale) de la preparation 
KLH-TNFa murin par rapport a celle du TNFa murin a 6te etudtee 
chez la souris Balb/c de 18-20 g. 



Au jour 0, un groupe de 3 souris (groupe A) regoit une injection de 
0.1 ml d'une Emulsion en AIF par voie intramusculaire contentant 
60 [}g de rh6terocomplexe KLH-TNFa. Une injection de rappel de 
30 |jg et de 15 |jg en AIF est donnee respectivement & J21 et J60. 
35 3 souris controles regoivent une dose 6quivalente en TNFa murin 

selon le meme protocole. (groupe B) 
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Au jour 0, un groupe de 3 souris (groupe C) regent une injection de 
0.1 ml d'une §mulsion en AIF par voie intramusculaire contentant 
60 pg de Pheterocomplexe KLH-TNFct murin et 30 |jg de 

5 Poligodeoxynucleotide phosphorothioate 

5'-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3' (CpG DNA: 1826). Une 
injection de rappel de 30 pg et de 15 pg d'heterocomplexe KLH- 
TNFa murin en AIF est donn§e respectivement a J21 et J60. 3 
souris controles regoivent une dose equivalente en TNFa murin 

10 selon le meme protocole. (groupe D) 

Un pr6levement sanguin au niveau retro-orbital est effectue sur 

chaque souris avant la premiere injection a j-2 

Les souris sont sacrifices 12 jours apres la dernidre immunisation. 

15 

2-toxicite 

La toxicite anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (50 pg) selon la pharmacopee. 

L'absence d'immunotoxicite de Pheterocomplexe est evaluee in 
20 vitro par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBMCs 
cultivees en presence du complexe et stimulees par du PPD ou du 
Tetanos toxoTde. 

B. Resultats : 

25 1- Absence de toxicite de Pheterocomplexe in vivo et in vitro 

Les souris immunisees aussi bien par la preparation de KLH- 
TNFa murin que par le TNFa murin uniquement ne pr6sentent aucun 
signe clinique et aucune l6sion anatomique. Le test 
d'immunosuppression montre que des doses de 100 ng/ml & 1 yg/ml de 

30 KLH-TNFa murin ne diminuent pas la proliferation des lymphocytes. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 50 pg de 
Pheterocomplexe avec ou sans le CpG DNA 1826 ne manifeste de 
signes de toxicite (temperature, troubles cutan6s, manifestations 
syst§miques ou regionales) pendant les 7 jours suivant Pinjection. 

35 



WO 2004/024189 




PCT/FR2003/002733 



2-Reponse humorale 

La reponse humorale est mesuree par la presence dans le serum 
d'anticorps de type IgG diriges contre le TNFa murin, determinee par 
ELISA et exprimee en titre. La presence d'anticorps de type IgA diriges 
5 contre le TNFa murin dans les secretions vaginales a egalement ete 
determinee par ELISA et exprimee en titre. Le titre represente I'inverse 
de la dilution donnant une densite optique superieure a 0.3. Le tableau 
suivant represente les titres en anticorps obtenus. 
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Exemple 33 : Activity immunoqenique de i'heterocomplexe de 
peptide de Tat-hlaE 

5 A. Materiel et methodes 

Uactivite immunogenique (humorale) de la preparation KLH-lgE humaine 

par rapport a celle de IMgE humaine a ete etudiee chez la souris Balb/c 
de 18-20 g. 

10 1 -immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris regoit une injection de 
0.1 ml (10 pg) d'une emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une 
injection de rappel de 5 pg en AIF est donnee a J60. 

Un prelevement sanguin au niveau retro-orbital est effectu§ sur 
is chaque souris avant la premiere injection a j-2 

3 souris controles regoivent les memes preparations sans 
immunogene. 

Les souris sont sacrifices 12 jours apres la derniere immunisation. 
2-toxicite 

20 La toxicity anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 

humaine (50 pg) selon la pharmacopee. 

L'absence d'immunotoxicite de I'hSterocomplexe est evaluee in 
vitro par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBMCs 
cultivees en presence du complexe et stimulees par du PPD ou du 

25 Tetanos toxoTde. 

B. Resultats : 

2- Absence de toxicite de Theterocomplexe in vivo et in vitro 
30 Les souris immunises aussi bien par la preparation de KLH- 

lgE humaine que par TlgE humaine uniquement ne presentent aucun 
signe clinique et aucune lesion anatomique. Le test 
d'immunosuppression montre que des doses de 100 ng/ml a 1 pg/ml de 
KLH-lgE humaine ne diminuent pas la proliferation des lymphocytes. 
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Aucune des 3 souris immunises avec 50 |jg de 
I'heterocomplexe ne manifeste de signes de toxicite (temperature, 
troubles cutanes, manifestations systemiques ou regionales) pendant les 
7 jours suivant I'injection. 

5 

2-Reponse humorale 

La reponse humorale est mesuree par la presence dans le serum 
d'anticorps de type IgG diriges contre I'lgE humaine, determinee par 
ELISA et exprimee en titre (inverse de la dilution donnant une densite 
10 optique superieure a 0.3. Le tableau suivant represente les titres en 
anticorps obtenus. 

TABLEAU 12 



Titre 





J-2 


J72 


Souris contrdles 


1 






2 


< 500' 1 


< 500" 1 


3 








Souris immunisees avec hlgE 


4 




64 000" 1 


5 


< 500" 1 


128 OOO' 1 


6 




128 000" 1 




Souris immunisees avec KLH- 






hlflJE 






7 




256 000" 1 


8 


< 500" 1 


128 000 -1 


9 




256 000" 1 



15 

Les souris immunisees avec la preparation KLH- h lgE 
presentent des titres d'anticorps de type IgG legerement superieurs 
a ceux de souris immunisees avec ia preparation de h lgE. 

20 
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Exemple 34 : Activite immunoqeniaue de I'heterocomplexe KLH- 
Ricine-B 

B. Materiel et method es 

5 L'activite immunogenique (humorale) de la preparation KLH-Ricine-p par 

rapport a celle du fragment p de la Ricine a ete etudiee chez la sourls 
Balb/cde 18-20 g. 

1 - immunisation 

Au jour 0, 7, 14, 21 un groupe de 3 souris regoit une injection de 
0.1 ml (10 ug) d'une emulsion en AIF par voie intramusculaire. Une 
injection de rappel de 5 ug en AIF est donnee a J60. 

Un prelevement sanguin au niveau retro-orbital est effectue sur 
chaque souris avant la premiere injection a j-2 

3 souris controles recoivent les memes preparations sans 
immunogene. 

Les souris sont sacrifices 12 jours apres la derniere immunisation. 

2- toxicite 

La toxicite anormale est recherchee chez 3 souris recevant 1 dose 
humaine (50 ug) selon la pharmacopee. 

L'absence d'immunotoxicite de I'heterocomplexe est evaluee in 
vitro par un test de proliferation cellulaire realise sur des PBMCs 
cultivees en presence du complexe et stimulees par du PPD ou du 
Tetanos toxoTde. 

B. Resultats : 

3- Absence de toxicite de rheterocomplexe in vivo et in vitro 

30 Les souris immunisees aussi bien par la preparation de KLH- 

Ricine- humaine que par le fragment p de la Ricine uniquement ne 
presentent aucun signe clinique et aucune lesion anatomique. Le test 
d'immunosuppression montre que des doses de 100 ng/ml a 1 ug/rnl de 
KLH-Ricine-p ne diminuent pas la proliferation des lymphocytes. 
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Aucune des 3 souris immunisees avec 50 pg de 
l'h§terocomplexe ne manifeste de signes de toxicite (temperature, 
troubles cutanes, manifestations systemiques ou regionales) pendant les 
7 jours suivant I'injection. 

5 

2-Reponse humorale 
La reponse humorale est mesur6e par la presence dans le serum 
d'anticorps de type IgG diriges contre le fragment p de la Ricine, 
determinee par ELISA et exprim§e en titre (inverse de la dilution donnant 
10 une density optique superieure a 0.3. Le tableau suivant represente les 
titres en anticorps obtenus. 

TABLEAU 13 



Titre 





J-2 


j72 


Souris contrdles 


1 






2 


< 500" 1 


< 500- 1 


3 








Souris immunisees avec Ricine-3 


4 




256 000° 


5 


< 500- 1 


512 000" 1 


6 




256 000" 1 



Souris immunis6es avec KLH- 




Ricine-B 




7 




256 000* 1 


8 


< 500' 1 


256 000- 1 


9 




128 000 -1 



L'activiti neutralisante de ces anticorps a ete verifiee par I'injection 
a la souris de melanges de serum anti-Ricine-p et de Ricine qui n'ont pas 
entrame la mort de I'animal, a I'inverse de ce qui a et§ observe lors de 
20 I'administration a la souris de melanges de Ricine et de serum normal. 
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REVENDICATIONS 

1. Produit immunogene stable pour I'induction d'anticorps a 
rencontre d'une ou plusieurs proteines antigeniques chez un sujet , 
5 caracterise en ce qu'il comprend des heterocomplexes immunogenes 
proteiques constituts dissociations entre (i) des molecules de proteines 
antigeniques et (ii) des molecules proteiques porteuses et en ce que 
moins de 40 pour cent des proteines antigeniques (i) sont liees avec les 
motecules proteiques porteuses (ii) par une liaison covalente. 
10 2. Produit immunogene selon la revendication 1, caracterise en ce 

que chaque heterocomplexe comprend (i) une plurality de proteines 
antigeniques liees & (ii) une molecule proteique porteuse. 

3. Produit immunogene selon la revendication 2, caracterise en ce 
que, pour chaque heterocomplexe immunogene, la pluralite de proteines 

15 antigeniques (i) est constitute d'une pluralite d'exemplaires d'une 
proteine antigenique unique. 

4. Produit immunogene selon Tune des revendications 2 ou 3, 
caracterise en ce que, pour chaque heterocomplexe immunogene, les 
proteines antigeniques (i) sont constitutes d'une pluralite d'exemplaires 

20 d'une proteine normalement reconnue comme une proteine du soi par 
les cellules du systeme immunitaire dudit sujet. 

5. Produit selon Tune des revendications 13 4, caracterise en ce 
qu'il comprend de 5 3 50 proteines antigeniques (i) pour une molecule 
proteique porteuse (ii), de preference de 20 3 40 proteines antigeniques 

25 (i) pour une molecule proteique porteuse (ii). 

6. Produit immunogene selon I'une des revendications 13 5, 
caracterise en ce que les liaisons covalentes entre une ou plusieurs des 
proteines antigeniques (i) et la motecule proteique porteuse (ii) sont 
realisees par I'interrrtediaire d'un agent chimique de liaison bifonctionnel. 

30 7. Produit immunogene selon la revendication 6, caracterist en ce 

que ledit agent chimique de liaison comprend au moins deux fonctions 
aldehydes libres. 

8. Produit immunogene selon la revendication 7, caracterise en ce 
que ledit agent de liaison est le glutaraldthyde. 
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9. Produit immunogene selon Tune des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que la ou les proteines antigeniques (i) consistent en 
des cytokines produites naturellement par ledit sujet. 

10. Produit immunogene selon la revendication 9, caracterise en 
5 ce que la ou les proteines antigeniques (i) sont choisies parmi 

l'interleukine-4, I'interferon alpha, I'interferon gamma, le VEGF, 
l'interleukine-10, le TNF alpha, le TGF beta, l'interiukine-5 et 
I'interleukine 6. 

1 1 . Produit immunogene selon Tune des revendications 1 a 8, 
10 caracterise en ce que la ou les proteines antigeniques (i) sont choisies 

parmi la proteine E7 d'un papillomavirus, la proteine Tat du virus VIH 1, 
la proteine Tax d'un virus HTLV 1 ou HTLV 2 et la proteine p53 du soi. 

12. Produit immunogene. selon Tune des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que la ou les proteines antigeniques (i) sont choisies 

15 parmi les proteines lethales pour I'homme a une dose inferieure a 1 mg, 
telles que la ricine, les toxines botuliques, les enterotoxiques de 
staphylocoque ou encore une proteine toxique d'anthrax (EF, LF, PA). 

13. Produit immunogene selon Tune des revendications 1 a 12, 
caracterise en ce que la molecule proteique porteuse (ii) est une proteine 

20 immunogene induisant la production de lymphocytes cytotoxiques diriges 
a I'encontre de cellules presentant a leur surface ladite molecule 
proteique porteuse, ou tout peptide qui en est derive, en association avec 
des molecules de classe I du Complexe Majeur d'Histocompatibilite 
(MHC). 

25 14. Produit immunogene selon la revendication 13, caracterise en 

ce que la molecule proteique porteuse (ii) est choisie parmi les proteines 
L1, L2 et E7 d'un Papillomavirus. 

15. Produit immunogene selon la revendication 13, caracterise en 
ce que la molecule proteique porteuse (ii) est choisie parmi les proteines 

30 gp1 60, p24, p1 7, Nef et Tat du virus HIV1 . 

16. Produit immunogene selon la revendication 13, caracterise en 
ce que la molecule proteique porteuse (ii) est choisie parmi les proteines 
CEA, p53, Di12, CaSm, OSA et ETS2. 
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17. Produit immunogene selon la revendication 13, caracterise en 
ce que la molecule proteique porteuse (ii) est choisie parmi les proteines 
allergenes telles que Bet v 1 , Der p 1 et Fel d 1 . 

18. Produit immunogene selon Tune des revendications 1 a 8, 
5 caracterise en ce qu'il est choisi parmi les produits comprenant les 

hetero complexes suivants, dans lesquels les proteines antig6niques (i), 
d'une part et la molecule porteuse proteique (ii), d'autre part, sont 
respectivement : 

a) (i) IL-4 et (ii) KLH ; 
10 b) (i) interferon alpha et (ii) KLH ; 

c) (i) VEGF et (ii) KLH ; 

d) (i) IL-10 et (ii) KLH; 

e) (i) interferon alpha et (ii) gp160 de VIH1 

f) (i) IL-4 et (ii) I'antigene allergene Bet v 1 ; et 

15 g) (i) le VEGF et (ii) la proteine E7 d'un Papillomavirus. 

h) la proteine Tat de VI H1 inactivee et (ii) la proteine gp120 de 
VIH1. 

i) (i) un anticorps humain d'isotype IgE et (ii) la proteine Tat de VIH1 
inactivee ; 

20 j) (i) le fragment B de la ricine et (ii) KLH. . 

19. Composition comprenant un produit immunogene selon Tune 
des revendications 1 a 18. 

20. Composition pharmaceutique comprenant un produit 
immunogene selon Tune des revendications 1 & 18, en association avec 

25 un ou plusieurs excipients physiologiquement compatibles. 

21 . Composition immunogene comprenant un produit immunogene 
selon I'une des revendications 1 a 18, en association avec un ou 
plusieurs excipients physiologiquement compatibles. 

22. Composition vaccinale comprenant un produit immunogene 
30 selon I'une des revendications 1 a 18, en association avec un ou 

plusieurs excipients physiologiquement compatibles. 

23. Composition immunogene ou composition vaccinale selon I'une 
des revendications 21 ou 22, caracterisee en ce qu'elle comprend 
I'adjuvant de I'immunite CpG. 
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24. Procede de preparation d'un produit immunogene selon Tune 
des revendications 1 a 18, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) incuber les proteines antig§niques (i) et la molecule porteuse (ii) 
5 dans un rapport molaire (i) : (ii) de 10::1 a 50::1, en presence d'un 

agent chimique de liaison; 

b) recuperer le produit immunogene comprenant des 
heterocomplexes immunogenes qui est prepare a I'etape a); 

24. Procede selon la revendication 23, caracteris6 en ce que I'agent 
10 chimique de liaison est le glutaraldehyde. 

25. Proc6de selon Tune des revendications 23 et 24, caracterise en 
ce que I'etape a) est suivie d'une etape de stabilisation des 
heterocomplexes immunogenes par le formaldehyde, pr£alablement a 
I'etape b) de recuperation du produit immunogene. 
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Figure 2 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvalent pas faire I'objet d'une recherchp 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a Particle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait fobjet cf une recherche pour tes motifs suivants: 



□ 



Les revendications n 08 

se rapportent a un objet a regard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoln 



Les revendications n 05 * ~ 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne rempllssent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effective, en particulien 

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210 



3. 1 1 Les revencfications n 08 

— sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisleme phrases de la rerje 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'adminlstration chargee de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoin 



1 . I I Comme toutes les taxes additlonnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
1 — 1 Internationale ports sur toutes les revendications pouvant faire Pobjet d*une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui sy pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, radministration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. Comme une parte seulement des taxes additlonnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
1 — 1 rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont 6te payees, a savoir 
les revendications n 03 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence, le present rapport 
1 — 1 de recherche Internationale ne porte que sur Pinvention mentlonnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 08 



Remarque quant a la reserve | | Les taxes additionnelles etalent accompagnees d'une reserve de la part du deposar t, 

| | Le paiement des taxes additlonnelles n'etalt assort! d'aucune reserve. 
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Revendl cations nos.: - 



Les revendi cations 1-25 presentes ont trait a une tres grande variete de 
produits. En fait, les revendi cations contiennent tant d' options et de 
variables que le manque de clarte (et/ou de concision) au sens de 
T Article 6 du PCT qui s'en suit, est d'une importance telle qu'une 
recherche significative de Tobjet des revendi cations devient 
impossible. Par consequent, la recherche a ete effectuee pour les 
parties de la demande qui apparaissent §tre claires (et/ou concises), 
c'est a dire les produits ont ete recherches deer its dans les exemples 
et leurs homologues proches deer its dans la description. 

Inattention du deposant est attiree sur le fait que les revendi cations 
ayant trait aux inventions pour lesquelles aucun rapport de recherche n'a 
ete etabli ne peuvent faire obllgatoirement Tobjet d'un rapport 
preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) PCT).Le deposant est averti que la 
Hgne de condulte adoptee par 1'OEB agissant en qualite d' administration 
chargee de Texamen prelimlnalre international est, normalement, de ne 
pas proceder a un examen preliminalre sur un sujet n' ayant pas fait 
Tobjet d'une recherche. Cette attitude restera Inchangee, 1 ndependamment 
du fait que les revendi cations aient ou n'aient pas 6te modifiees, solt 
apres la reception du rapport de recherche, soit pendant une quelconque 
procedure sous le Chapltre II. Si la demande devait §tre poursuivle dans 
la phase regionale devant 1'OEB, il est rappele au deposant qu'une 
recherche pourrait §tre effectuee durant la procedure d' examen devant 
rOEB (voir Directive OEB C-VI, 8.5) a condition que les problemes ayant 
conduit a la declaration conformement a T Article 17(2) PCT aient ete 
resolus. 
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